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Resumo 
 
 O vinho é um produto alimentar muito consumido em todo o mundo. Na produção dos 
vinhos podem constar alergénios, nomeadamente a albumina e a lisozima derivadas de ovos, a 
caseína proveniente do leite e os sulfitos, que são adicionados para clarificar e estabilizar estes 
produtos, atenuar oxidações e controlo microbiano. 
 Os alergénios podem levantar questões relacionadas com a segurança dos alimentos, 
não estando ainda perfeitamente definido se as quantidades residuais de albumina, caseína e 
lisozima, que poderão ser encontradas nos vinhos que se encontram à disposição dos 
consumidores, podem desencadear reacções adversas em indivíduos predispostos para tal. 
Assim, é obrigatório que se cumpra a legislação em vigor na União Europeia, alterada em 
2012, no sentido de indicar a presença destes auxiliares tecnológicos, se o teor dos mesmos 
no produto final for igual ou superior a 0,25 mg L
-1
. Relativamente aos sulfitos, conservantes 
amplamente utilizados nesta indústria, é fundamental que se cumpra a legislação em vigor 
porque também pode subsistir uma associação entre estes compostos e o desencadear de 
reacções alérgicas. Em particular, a asma é associada aos sulfitos. Contudo, não se conhece 
documentação que evidencie certezas relativamente a esta associação, sendo portanto 
necessário estudos complementares. Para além dos alergénios, nos vinhos podem ainda 
detectar-se metais pesados e micotoxinas, nomeadamente a ocratoxina A, provenientes das 
matérias-primas utilizadas na vinificação, sendo também estes considerados perigos químicos. 
 No âmbito deste trabalho constatou-se que o estudo analítico destes parâmetros na 
empresa José Maria da Fonseca Vinhos, S.A, evidencia um rigoroso controlo dos pontos 
críticos do processo de vinificação relativos a cada perigo identificado, o que se traduz em 
produtos inócuos para consumo e que cumprem com a legislação. 
 
Palavras-chave: Alergénios, Legislação, Metais Pesados, Ocratoxina A, Vinho 
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Abstract 
 
 Wine is a widely consumed food product throughout the world. The process of 
winemaking may contain allergens that are purposefully added to clarify and stabilize these 
products, mitigate effects of oxidation and microbial control, including albumin and lysozyme 
derived from egg, casein from milk and sulfites. 
 Allergens are considered chemical hazards for the safety of food, and is not yet fully 
established whether the trace amounts of albumin, casein and lysozyme, that can be found in 
wines and that are available to consumers, can trigger adverse reactions in predisposed 
individuals. Thus, it is mandatory to comply with the current legislation in the European Union, 
as amended in 2012, in order to indicate the presence of these processing aids, if the content 
thereof in the final product is equal to or greater than 0,25 mg L
-1
. With regard to sulfites, 
preservatives widely used in this industry, it is essential to comply with current legislation since 
there is an association between these compounds and the onset of allergic reactions. 
Particularly, asthma is associated with sulfites. However there is no documentation that 
evidences certainties regarding this association, which therefore requires further studies. In 
addition to the allergens, heavy metals and mycotoxins, such as ochratoxin A, can be found in 
wine, derived from the raw materials used in winemaking, also being considered chemical 
hazards. 
 By analyzing data belonging the wine industry “José Maria da Fonseca Vinhos, S.A.” for 
these hazards, it can be pointed that the company has controlled the critical points of the 
winemaking process for each identified hazard, which drives to safe products for consumers, 
that comply with the legislation. 
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1. Introdução 
 
 Actualmente o consumidor final, cada vez mais informado acerca das questões que 
compreendem a segurança e a qualidade dos alimentos, exige que os produtos alimentares 
que adquire possuam características nesse sentido. 
 O conceito de qualidade é abrangente e pode ter várias interpretações, no entanto, 
quando interpretado de uma forma ampla, a qualidade está intimamente associada à 
superioridade de um produto ou sistema (Savov e Kouzmanov, 2009). Segundo os mesmos 
autores, este conceito de qualidade quando associado à indústria alimentar inclui três pontos-
chave: conformidade com a finalidade do produto, segurança e satisfação das expectativas e 
percepções dos consumidores. Estas expectativas dos consumidores relativamente à 
qualidade abrangem uma série de factores tão variados como o preço, o país de origem dos 
produtos, o conteúdo nutricional, a embalagem ou as questões associadas a uma produção 
ética ou ao comércio justo. Por outro lado, de acordo com a FAO/WHO (2003), a qualidade 
alimentar engloba os atributos que influenciam o valor de um produto para o consumidor, 
podendo os mesmos ser positivos como a cor, o sabor e a textura de um alimento, e negativos 
como maus odores, descoloração ou deterioração. 
 A segurança alimentar refere-se à produção de alimentos seguros, ou seja, à ausência 
de perigos para os consumidores, e está directamente relacionada com todas as etapas da 
cadeia alimentar. De acordo com a ISO 22000 (2005), a segurança alimentar é definida pelo 
“conceito de que um género alimentício não causará dano ao consumidor quando preparado 
e/ou ingerido de acordo com a utilização prevista”. Já os perigos em alimentos podem ser 
definidos como qualquer propriedade biológica, física ou química, que possa tornar um 
alimento prejudicial para o consumo humano. Assim, os perigos para a segurança alimentar 
podem ser classificados em três tipos: perigos físicos, químicos e biológicos (Baptista e 
Venâncio, 2003). 
 Os perigos físicos onde se inserem entre outros, metais, vidros, plásticos, madeiras e 
pêlos, podem provir de diferentes origens, podendo estar presentes nas matérias-
primas ou ser introduzidos nos géneros alimentícios no decurso da manipulação 
destes, em qualquer etapa do processo; 
 Os perigos químicos podem também ser introduzidos durante o processo de produção 
de alimentos, ter origem em matérias-primas contaminadas ou associados às 
características destas. Como exemplos deste tipo de perigos podem destacar-se os 
detergentes, antibióticos, pesticidas, lubrificantes, metais pesados, alergénios, 
micotoxinas, entre muitos outros; 
 Os perigos biológicos como é o caso de bactérias patogénicas, toxinas microbianas, 
fungos, vírus ou parasitas, estão associados com a manipulação de alimentos podendo 
ocorrer naturalmente no local de processamento dos alimentos.  
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 Estes perigos podem no entanto ser eliminados ou evitados se tiverem sido 
implementadas e respeitadas as boas práticas de higiene e de fabrico, por parte de todos os 
intervenientes no processo de produção de alimentos para o consumo humano. Estas boas 
práticas poderão passar, entre outras, por questões relacionadas com a concretização de 
procedimentos específicos inerentes à dinâmica e carga térmica dos processos (Baptista e 
Venâncio, 2003). 
 Os alergénios, os metais pesados e as micotoxinas são considerados perigos para a 
segurança dos alimentos. Neste enquadramento as alergias alimentares constituem um 
importante problema para a saúde pública nos países industrializados, devendo os 
consumidores sensíveis evitar a ingestão de alergénios. Contudo, nem sempre os alergénios 
estão indicados, ou são explícitos, na rotulagem dos géneros alimentícios, podendo ainda 
subsistir contaminações cruzadas de substâncias alergénicas de um alimento para outro, 
nomeadamente mediante más práticas de fabrico. Estes alergénios não reconhecidos, ou não 
declarados, são denominados “alergénios ocultos”, e inequivocamente constituem um 
problema crescente nas sociedades actuais (Añíbarro et al., 2007). Para salvaguardar a saúde 
dos consumidores têm vindo a ser desenvolvidos métodos de identificação e quantificação de 
alergénios nos alimentos mais adaptados à realidade das indústrias alimentares, e 
paralelamente tem subsistido uma crescente preocupação dos países industrializados em 
actualizar as respectivas legislações. 
 A nível mundial, muitos produtos alimentares possuem substâncias passíveis de 
desencadear reacções alérgicas em indivíduos predispostos. Os alergénios podem constar 
naturalmente nos géneros alimentícios, ou podem ser adicionados como auxiliares 
tecnológicos. Tendo em consideração este último ponto, destaca-se o vinho, que goza há muito 
da utilização destes auxiliares no processo de vinificação, seja para efeitos de colagem, seja 
pelas propriedades antioxidantes e antimicrobianas destes compostos. 
 O vinho é, desde há muito, um produto apreciado em larga escala. Para além da 
relevância que possui a nível mundial, é do conhecimento geral a importância do vinho na 
sociedade, agricultura e economia portuguesas. Tal afirmação pode ser justificada por 
números, pois as exportações do vinho português atingiram, em 2012, 705 milhões de euros, 
correspondendo a 1,6% do valor total das exportações nacionais de bens (Vini Portugal, 2013).  
 Dentro desta temática dos perigos para a segurança alimentar e considerando o vinho 
como referencial, pode ainda destacar-se o grupo dos metais pesados e as micotoxinas, mais 
concretamente a ocratoxina A. Estes perigos químicos encontram-se ou têm origem nas 
matérias-primas utilizadas na elaboração dos vinhos, podendo em certos casos estar presentes 
nos produtos finais, mesmo em concentrações superiores aos limites legislados (Battilani e 
Pietri, 2002; Belajová e Rauová, 2007; Banović et al., 2009; Formicki et al., 2012; Kruger et al., 
2012). 
  
 A presente dissertação teve origem no decurso do estágio realizado na empresa José 
Maria da Fonseca Vinhos, S.A. (JMF). Esta dissertação, centrada na caracterização de 
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esquemas conceptuais, maioritariamente com suporte bibliográfico, está organizada em sete 
capítulos, sendo o primeiro composto por uma introdução ao tema e identificados os objectivos 
do trabalho. O segundo capítulo é dedicado à empresa, integrando maioritariamente a história 
desta, as instalações, os seus produtos ou o trabalho desenvolvido pelos técnicos de controlo 
de qualidade. No terceiro capítulo é abordada a temática do vinho, podendo destacar-se os 
vários tipos de vinhos (tintos, brancos, rosés, entre outros), os vários processos produtivos de 
um modo global, as diferentes castas, ou a situação mundial relativa à produção, exportação e 
consumo deste produto. Os três capítulos seguintes são referentes aos perigos para a 
segurança alimentar passíveis de serem encontrados neste produto: alergénios presentes nos 
vinhos e utilização dos mesmos no processo produtivo, metais pesados e ocratoxina A, 
respectivamente. Estes três capítulos são semelhantes em termos estruturais, havendo uma 
caracterização dos respectivos perigos, os problemas para a saúde que advêm dos mesmos, a 
legislação em vigor para a presença destes perigos nos vinhos na fase em que se encontram 
ao dispor dos consumidores, os métodos utilizados pela indústria e laboratórios em geral para 
a identificação e/ou determinação dos teores destes perigos químicos, estudos presentes na 
literatura e os dados da JMF relativos às análises internas e externas à empresa, para cada 
perigo referido. O último capítulo engloba considerações finais. 
 Os objectivos desta dissertação centram-se na caracterização do processo produtivo 
da JMF, na óptica da segurança alimentar, assentando em três tipos de perigos: alergénios, 
metais pesados e micotoxinas, nomeadamente a ocratoxina A. Inerentes a esta caraterização 
encontra-se a identificação específica destes perigos e a sua caracterização, o porquê de 
surgirem no processo produtivo, as fases onde há adição ao processo (nomeadamente de 
alergénios), como são controlados e a análise dos dados fornecidos pela empresa relativos aos 
produtos em questão, com a finalidade de se comprovar se os processos de encontram sob 
controlo garantindo desta forma a inocuidade dos vinhos para os consumidores finais. Tendo 
por base a legislação e literatura existentes, os objectivos passam também por avaliar a real 
perigosidade destes perigos quando presentes em quantidades vestigiais nos produtos 
disponíveis no mercado. 
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2. Caracterização da Empresa 
2.1 Sinopse Histórica 
  
 A empresa JMF foi criada em 2003, por fusão entre a J. M. da Fonseca, Internacional – 
Vinhos, Lda., e a José Maria da Fonseca Sucessores, Lda. (Cristovão, 2012). 
 A J. M. da Fonseca, Internacional – Vinhos, Lda. foi fundada em 1970, através de uma 
Joint Venture, associando a tradição e experiência da José Maria da Fonseca Sucessores, 
constituída em 1834, e a tecnologia e know-how da Hublein Inc., empresa líder na produção e 
distribuição de bebidas alcoólicas nos Estados Unidos da América. Em 1989, a Heublein Inc. 
foi integrada na International Distillers & Vintners (IDV), do grupo inglês Grand Metropolitan, 
actualmente denominado Diageo e, em Março de 1996, a International Distillers & Vintners 
vendeu a J. M. da Fonseca, Internacional – Vinhos, Lda. à José Maria da Fonseca Sucessores, 
Lda. (Cristovão, 2012). 
 Em Setembro de 1996, as operações de engarrafamento da J. M. da Fonseca 
Internacional e da José Maria da Fonseca Sucessores juntaram-se no centro de produção da 
Quinta da Bassaqueira em Azeitão, passando a Internacional a fornecer à Sucessores um 
serviço de engarrafamento de todos os vinhos das marcas da José Maria da Fonseca 
Sucessores (Cristovão, 2012). 
 
 Na Quinta de Bassaqueira encontra-se o Centro de Vinificação Fernando Soares 
Franco (CEN) e os Edifícios A e B. No Edifício B ocorre a produção e acabamento de lotes 
(PAL) e no Edifício A faz-se a refrigeração e acabamento de vinhos (RAC). Para além disto, do 
Edifício A fazem ainda parte as linhas de produção, o armazém de matérias-primas, o armazém 
de produto acabado, o armazém de holdbacks, os gabinetes (administração, controlo de 
qualidade, produção, ambiente, recursos humanos, compras, entre outros), as salas de 
reunião, a oficina de manutenção, a sala de provas e o laboratório. No perímetro fabril 
encontram-se ainda a ETAR e a cantina. 
 
 
Figura 2.1 - Centro de Vinificação. 
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 Para além das instalações referidas, a JMF possui ainda a Casa Museu em Azeitão e a 
Adega José de Sousa, também denominada de Adega dos Potes, em Reguengos de Monsaraz 
(JMF, 2006). 
 
Figura 2.2 - Casa Museu (Fonte: http://shoppingspirit.pt). 
 
 No que respeita a vinhas, actualmente a JMF possui cerca de 683 ha, distribuídas pelo 
Alentejo, nomeadamente na Herdade do Monte da Ribeira em Reguengos de Monsaraz, e pela 
Península de Setúbal, na Quinta de Camarate, Vinha Grande de Algeruz, Quinta das Faias, 
Quinta de Pasmados, Vinhas do Desembargador, Quinta dos Cistus, Vinha do Esteval e Quinta 
dos Foios (JMF, 2006). 
 
 
Figura 2.3 - Quinta de Camarate (Fonte: copodesaltoalto.blogspot.com). 
 
2.2 Produtos e Serviços 
 
 Os principais produtos da JMF podem ser agrupados em quatro grupos distintos: 
 
Tabela 2.1 - Descrição das famílias de vinhos da empresa (Fonte: Cristovão, 2012). 
Grandes Marcas 
Brancos 
Albis, BSE, Lancers Branco, Lancers Branco Free, Montado Branco, 
Periquita Branco, Terras Altas Branco, Twin Vines, João Pires Branco 
Espumantes Lancers Bruto, Domingos Espumante Rosé 
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Rosés Lancers Rosé, Lancers Rosé Free, Periquita Rosé, Periquita Rosé Free 
Tintos 
Montado Tinto, Vynia Tinto, Terras Altas Tinto, Periquita Original, 
Periquita Free 
Licorosos Moscatel de Setúbal, Alambre 
Vinhos Super 
Premium 
Tintos 
Domini Plus, FSF-Fernando Soares Franco, Hexagon, José de Sousa 
Mayor, J, RA, TE, Periquita Superyor 
Vinhos Permium 
Brancos 
Camarate Branco Doce, Camarate Branco Seco, Colecção Privada 
Domingos Soares Franco, Pasmados Branco 
Tintos 
Camarate Tinto, Colecção Privada Domingos Soares Franco, Domingos, 
Domini, José de Sousa, Pasmados Tinto, Periquita Reserva 
Vinhos de 
Sobremesa 
Aguardentes Aguardente Espírito, Aguardente Velha Reserva 
Licorosos 
Moscatel de Setúbal 20 Anos, Moscatel de Setúbal Roxo Superior, 
Moscatel de Setúbal Roxo 20 Anos, Moscatel de Setúbal Superior, 
Trilogia, Um Século de Moscatel de Setúbal, Bastardinho, José Maria da 
Fonseca & van Zeller LBV Port, José Maria da Fonseca & van Zeller 
Vintage Port  
 
 
Figura 2.4 - Vinhos da empresa (Fonte: www.meiosepublicidade.pt). 
 Estes produtos são exportados para todo o mundo tendo como maiores mercados os 
Estados Unidos da América, o Brasil e países europeus como a Holanda, Itália e Suécia, sendo 
consumidos também em Portugal (JMF, 2006). 
 Relativamente aos serviços prestados por esta empresa familiar, há a destacar o 
processamento e engarrafamento/acabamento de vinhos a granel, o acabamento de produtos 
semi-acabados a partir de cave (envelhecimento) ou armazém de produto acabado e o 
processamento e enchimento de vinhos a granel para armazém de produto acabado ou cave 
(envelhecimento) (Cristovão, 2012). 
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2.3 Certificação 
 
 A JMF foi a primeira empresa portuguesa do sector de vinhos de mesa a ser certificada 
pela norma ISO 9002, em 1996. Mais tarde, no ano 2000, foi criado o grupo HACCP constituído 
por elementos de vários departamentos da empresa por forma a serem identificados e 
monitorizados os pontos críticos de controlo dos processos. Actualmente é certificada pela 
norma ISO 9001, referente aos Sistemas de Gestão da Qualidade, com um sistema HACCP 
mais adaptado a esta norma, e pela norma ISO 14001, relativa aos Sistemas de Gestão 
Ambiental. Para além disto é, desde 2012, certificada pela BRC Issue 6 (British Retail 
Consortium), um referencial de Segurança Alimentar de carácter obrigatório para todos os 
fornecedores de retalhistas do Reino Unido. 
 
 
Figura 2.5 - Certificações da empresa (Fonte: www.jmf.pt). 
 
2.4 Sistema de Gestão da Qualidade, Ambiente e Segurança 
Alimentar 
 
 A JMF tem implementado o Sistema de Gestão da Qualidade, Ambiente e Segurança 
Alimentar (SGQASA), que se aplica à criação, produção (vinificação, preparação, estabilização, 
envelhecimento e engarrafamento), à logística e à venda (no mercado nacional e exportação) 
de vinhos e licores. Esta empresa possui um Manual da Qualidade, Ambiente e Segurança 
Alimentar que tem como objectivo principal descrever o SGQASA, servindo como ferramenta 
de comunicação entre clientes internos, clientes externos, fornecedores da empresa e 
organismos de certificação. Este Manual descreve as responsabilidades, as funções e as 
competências relativas ao SGQASA sendo referidos quais os documentos aplicáveis, nas 
diversas secções específicas, de acordo com as exigências das normas ISO 9001:2000, ISO 
14001:2004 e das normas de segurança alimentar nomeadamente da BRC (Cristovão, 2012). 
 Para além da documentação referida, a JMF possui um Manual de Boas Práticas de 
Fabrico que é complementado por esta. Este manual é referente à produção de vinhos tintos, 
brancos, rosés e licorosos, e segue as boas práticas da indústria incluindo normas nacionais e 
internacionais, com o intuito de garantir a segurança alimentar dos consumidores. 
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2.5 Linhas de Produção 
 
 A JMF possui seis linhas de produção, sendo que as primeiras três linhas se 
subdividem, cada uma, noutras três (Linha 1, Linha 1.1, Linha 1.2; Linha 2, Linha 2.1, Linha 
2.2; Linha 3, Linha 3.1, Linha 3.2), permitindo uma produção directa para produto acabado ou 
em alternativa para produto semi-acabado, sendo aplicada a rotulagem em função de critérios 
de gestão de stock e / ou encomendas firmes de clientes. Estas linhas, assim como a linha 4 e 
a linha 6 encontram-se esquematizadas nos anexos I a XI. 
 A linha 5 corresponde às denominadas tarefas off-line, onde se englobam 
processamento e transformação de produtos fora do standard de produção, como por exemplo, 
embalagens especiais de gift’s.  
 Uma vez que os esquemas das restantes linhas no que toca à informação sobre as 
mesmas se encontram extremamente completos, será apenas feita referência a algumas 
particularidades de cada. 
 A linha 1, 2 e 3 contemplam enchimento e acabamento dos vinhos. Se nos referirmos 
às linhas 1.1, 2.1 e 3.1, estamos apenas a referir-nos ao enchimento e fecho primário das 
embalagens por rolha ou cápsula de rosca, (igualmente designada pilfer-proof), nas quais as 
garrafas têm como destino as denominadas Box Paletes. Já as linhas 1.2, 2.2 e 3.2 são 
indicativas de acabamento dos vinhos, o que engloba a rotulagem e a embalagem secundária. 
As linhas 1.1, 1.2, 2.1, 2.2, 3.1 e 3.2 funcionam com o auxílio do equipamento denominado 
Maspack. 
 A linha 1 é utilizada para os vinhos de Grandes Marcas como é o caso do Periquita, 
mas também de vinhos Premium como é o Periquita Reserva. É nesta linha que se efectua o 
enchimento dos vinhos espumantes uma vez que é nesta zona que se encontra a máquina de 
rolhar para este efeito e a máquina de muselets (pequeno arame que serve para prender a 
rolha devido à pressão existente dentro da garrafa). Esta linha tem ainda a particularidade de, 
ao contrário das linhas 2 e 3, não ser utilizada para o fecho das garrafas por rosca. 
 
 
Figura 2.6 - Pormenor da Linha 1. 
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 A linha 2 é também utilizada para o enchimento dos vinhos de Grandes Marcas. Nesta 
linha pode ser utilizado o sistema de fecho das garrafas por rolha ou por rosca. 
 A linha 3 é usada essencialmente para o enchimento dos vinhos da marca Lancers, 
independentemente da variedade em questão. É uma linha de elevada rotação na qual se 
enchem garrafas Lancers de 750 e 1500 mL. 
 
 
Figura 2.7 - Embalagem automática na Linha 3. 
 
 A linha 4 é utlizada para enchimento de vinhos Premium, vinhos Super Premium e 
vinhos de Sobremesa. É utilizada também para o enchimento de garrafas de 1500 mL de vinho 
tinto, seja Periquita, Periquita Reserva, Quinta de Camarate, Pasmados ou outros. Uma vez 
que não possui um sistema de paletização automático, os produtos semi-acabados originários 
desta linha são paletizados manualmente. 
 A linha 6 é a linha exclusiva para o enchimento de Bag-in-Box (BIBs). Os vinhos da 
JMF que são colocados no mercado em BIBs são o Periquita Reserva, o Periquita Original e o 
Montado Tinto, sendo que a principal fracção da produção se destina ao mercado de 
exportação (Periquita Original e Periquita Reserva) e o Montado Tinto tem como destino o 
mercado português. Nesta linha, tal como nas restantes em que se procede ao acabamento de 
vinhos, após a formação de paletes, estas são levadas para a máquina estirável e colocadas 
posteriormente no armazém de produto acabado. 
 
2.6 Controlo de Qualidade nas Linhas de Produção 
 
 Antes do arranque de qualquer linha de produção, é verificada a aprovação da limpidez 
e da cor do vinho, dado ser o passo imediatamente antes do enchimento, e no qual é ainda 
possível serem tomadas medidas correctivas. 
 É ainda realizado um teste para verificar a existência de vácuo nas garrafas de vinho. 
Após enchimento e rolhagem de uma garrafa, a mesma é perfurada na rolha pela agulha de 
um barómetro, devendo essa agulha situar-se entre a rolha e o vinho. Se o resultado desta 
leitura indicar que a pressão é zero, então é possível afirmar a existência de vácuo na 
embalagem. 
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 Um teste que se realiza antes do arranque das linhas de produção e é comum em 
qualquer linha da empresa que opere com cápsulas Pilfer Proof, ou seja, cápsulas com rosca é 
o teste da estanquicidade. Para a realização deste teste retiram-se cinco ou oito garrafas (uma 
amostragem por cabeça de capsular), consoante a linha em questão pois as máquinas de 
capsular roscas são diferentes, e coloca-se o número de garrafas retiradas num balde com 
água a temperatura elevada. Qualquer fuga de ar nas cápsulas é detectada pela observação 
do desenvolvimento de bolhas de ar de forma constante. 
 Para além do teste de estanquicidade, é realizado outro ensaio aquando da utilização 
das cápsulas Pilfer Proof, denominado ensaio de torque. Cinco ou oito garrafas, consoante a 
linha de produção, como foi referido anteriormente, após enchimento e passagem pela 
máquina de capsular são retiradas e colocadas num aparelho específico para esta medição. O 
torque equivale à força necessária para desenroscar a tampa, devendo o intervalo de valores 
de força aplicada adequado situar-se entre os 10-20 N m
-2
, inclusive. Está definido a realização 
deste ensaio com uma cadência horária. 
 O ensaio para determinação de CO2 é realizado pelos técnicos de qualidade nas linhas 
de produção, sendo as amostras enviadas para o laboratório de química e os resultados 
obtidos no mesmo. Este ensaio é realizado apenas em vinhos que contenham gás como são 
os casos dos vinhos espumantes (Lancers Bruto e Domingos Espumante Rosé), vinho verde 
(Twin Vines) e Lancers (Branco, Rosé, Bruto), entre outros. Este teste efectua-se retirando uma 
garrafa de vinho cheia, após passagem da mesma pela máquina de encher, à qual se 
adicionam cerca de 12 mL de uma solução aquosa de hidróxido de sódio, se a capacidade da 
garrafa for de 750 mL. Caso a garrafa possua 1,5 L (caso dos vinhos Lancers Branco e 
Lancers Rosé), a quantidade da solução de hidróxido de sódio dobra também. Estes ensaios 
são efectuados duas vezes no início da produção de cada dia, ou seja no início da cuba, com 
um intervalo de cerca de cinco minutos, depois a meio da cuba e no final da mesma. Se a 
produção para esse mesmo dia implicar outras cubas, para esse mesmo vinho e para a mesma 
linha de produção, apenas são realizados três ensaios para determinação do CO2, no início, 
meio e fim da cuba. Relativamente aos resultados aceitáveis, a quantidade de CO2 pode variar 
entre 0,270 e 0,290 g por 100 mL de vinho. 
 Ao longo de toda a produção efectua-se o controlo estatístico do volume de pré-
embalados. Este controlo é realizado através de pesagem, de duas em duas horas, de cinco 
garrafas vazias, ou seja cinco amostras, numa balança calibrada e certificada para esse 
propósito. Durante a pesagem as garrafas são marcadas e é pela mesma ordem que são 
colocadas de novo na linha de produção. Após passagem pela máquina de encher essas 
garrafas são pesadas mais uma vez e os resultados inseridos em cartas de controlo com o 
auxílio de um software para esse efeito. Este ensaio é de extrema importância pois trata-se de 
se responder a requisitos legais. Assim, em caso de enchimento abaixo ou acima dos valores 
ditos aceitáveis, poderá proceder-se a alteração do lote de vidro ou a alteração do nível de 
enchimento do vinho, isto porque a maior fonte de variação é a geometria interna das garrafas 
(atendendo que o enchimento se processa a nível constante, e não é volumétrico). 
12 
 
 Se a linha de produção implicar o acabamento de vinhos, ou seja, a rotulagem, antes 
do seu arranque deverão ser verificados o rótulo e o contra-rótulo (nos quais existem uma 
grande variedade de modelos dado o peso significativo da exportação e requisitos legais e/ou 
dos distribuidores dos vários mercados). Esta análise implica verificar se os mesmos estão 
correctos, uma vez que, a título de exemplo, seria extremamente grave no que toca ao 
consumidor final um vinho com álcool ser identificado como vinho sem álcool. Para além disto 
há que verificar se ambos se encontram nas medidas exactas relativamente ao espaço físico 
da garrafa e se possuem as distâncias correctas entre si. Outro ponto importante tem que ver 
com lote impresso nos contra-rótulos que permite a identificação e a rastreabilidade dos 
produtos. Para além desta marcação, também as caixas (embalagem secundária) são 
marcadas. 
 Após o arranque das linhas de produção, há ainda que ter em conta outras amostras 
que são retiradas para a sala de provas, laboratório de química, laboratório de microbiologia e 
armazém de holdbacks: 
 
 Por cuba, é retirada no início da produção uma garrafa de vinho para a sala de provas; 
 Por cuba, é retirada no início da produção uma garrafa de vinho para o laboratório de 
microbiologia; 
 Ao longo da produção, de hora a hora é retirada uma garrafa de vinho para o 
laboratório de microbiologia se se tratar de vinhos espumantes, gaseificados, brancos, 
verdes ou com elevado teor de açúcares; 
 Por cuba, são retiradas no início da produção duas garrafas de vinho para o laboratório 
de química; 
 Sempre que houver uma quebra com explosão numa máquina de enchimento é 
retirada uma garrafa de vinho para o laboratório de química; 
 Por cuba, é retirada no início da produção uma garrafa de vinho para o armazém de 
holdbacks; 
 Ao longo da produção, são retiradas mais quatro garrafas de vinho por cuba para o 
armazém de holdbacks, excepção feita às garrafas de 1,5 L e aos BIBs (3 L), com três 
e duas unidades a serem retiradas para este armazém, respectivamente; 
 No caso dos moscatéis velhos e especiais retiram-se apenas duas garrafas por cuba 
para o armazém de holdbacks, subindo este número para quatro garrafas no caso 
particular das aguardentes; 
 Os vinhos espumantes contemplam ainda o retirar de duas garrafas, de duas em duas 
horas, para se verificar a pressão interna nas mesmas. 
 
 Este armazém de holdbacks existe para efeitos de rastreabilidade de todos os produtos 
que a empresa comercializa, assim como para permitir a realização de análises sempre que 
necessário, podendo a empresa analisar e responder a questões como reclamações dos seus 
clientes para qualquer problema de qualidade ou de segurança alimentar dos seus produtos. 
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Mensalmente são ainda efectuadas análises a diferentes lotes de vinhos que se encontram 
neste armazém há algum tempo. 
  
 
Figura 2.8 - Pormenor do armazém de holdbacks. 
 
 O engarrafamento dos produtos é seguido em termos de controlo dos aspectos 
qualitativos do vinho (parâmetros químicos, microbiológicos e organolépticos) e da embalagem, 
sendo verificado a conformidade do produto face às especificações e critérios de aceitação 
previamente definidos, existindo um papel partilhado entre o Engarrafamento e o Controlo de 
Qualidade, com o objectivo comum de “produzir bem à primeira”. Existe uma procura de 
fomentar de uma forma constante o “espírito de melhoria contínua” reforçando que as formas 
de trabalhar não devem ser estáticas e procurando incentivar o espirito crítico, já que esta é 
uma grande mais-valia, ainda para mais no contexto económico actual profundamente 
desfavorável. Foi neste sentido que se colocou, paralelo ao tema central da presente 
dissertação, o desafio de efectuar propostas de melhoria, na área na qual desenvolvi uma 
grande parte do meu trabalho. Estas propostas de melhoria tinham como objectivo reformular o 
plano de holdbacks, descrito anteriormente, já bastante desactualizado pois remontava aos 
anos setenta. O trabalho desenvolvido foi baseado numa política de optimização de processos 
e de melhoria contínua da empresa e teve como principais medidas a eliminação de amostras 
desnecessárias e o reforço das amostras mais importantes, permitindo poupar recursos à 
empresa. Este trabalho encontra-se descrito no anexo XII. 
 
 
Figura 2.9 - Pormenor do armazém de holdbacks. 
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3. Vinhos 
3.1 Definição, Referências Históricas e Castas 
 
 O vinho é uma bebida que resulta exclusivamente da fermentação alcoólica, parcial ou 
completa, de uvas frescas, esmagadas ou não, ou de mostos de uvas. De acordo com a 
mesma fonte, o teor de álcool dos vinhos não deve ser inferior a 8,5% vol. (International Code 
of Oenological Practices-OIV, 2012a).  
 O vinho tem um registo arqueológico que data mais de sete mil e quinhentos anos, 
tendo os resíduos mais antigos desta bebida sido encontrados na zona da Cordilheira de 
Zagros, no Irão (Jackson, 2008a). Barnard e os seus colaboradores (2011) afirmam que a 
fermentação deliberada de glícidos em álcool é reconhecida como uma das muitas inovações 
que marcaram a transição das sociedades Paleolíticas para as Neolíticas, sendo 
eventualmente um dos factores que levaram ao desenvolvimento da tecnologia da cerâmica e 
à domesticação de plantas silvestres. Relativamente à Península Ibérica, acredita-se que os 
povos que primeiro cultivaram vinhas tenham sido os Tartessos (2000 anos a.C.), como moeda 
de troca no comércio de metais (Infovini, 2013a). Para além do propósito das trocas 
comerciais, o vinho foi ainda utilizado para fins medicinais e muitas vezes em ambientes 
sociais específicos (Barnard et al., 2011). 
 Lidon e Silvestre (2007) indicam que as uvas do género Vitis mais utilizadas na 
produção de vinho incluem as espécies vinifera, rupestris e labrusca, entre muitas outras. Cada 
espécie possui inúmeras variedades, denominadas castas, sendo a espécie mais utilizada a 
Vitis vinifera, de origem europeia. Exemplos de castas desta espécie são a Chardonnay (casta 
branca) e a Cabernet Sauvignon e Merlot (castas tintas) (Lidon e Silvestre, 2007). As castas 
podem ser tintas, brancas ou rosadas podendo destacar-se nas tintas a Syrah, a Pinot Noir, a 
Alicante Bouschet, a Trincadeira, a Aragonez, a Baga, a Touriga Nacional e a Castelão (IVV, 
2013a). Nas castas brancas a Alvarinho, a Pinot Blanc, a Arinto, a Riesling, a Touriga Branca, a 
Verdelho, a Sauvignon Blanc, a Fernão Pires e a Trincadeira Branca (IVV, 2013b). Já nas 
castas rosadas incluem-se a Arinto Roxo, a Alvar Roxo, a Bastardo Roxo, a Fernão Pires 
Rosado e a Verdelho Roxo, entre outras (IVV, 2013a). 
 
 
3.2 Tipos de Vinho 
 
 Os vinhos podem ser tintos, brancos e rosés. Consoante o teor de açúcar que 
possuem, podem ser classificados em quatro tipos de vinho: seco, meio seco, semi-doce e 
doce, consoante o vinho apresente teores de glucose mais frutose até 4 g L
-1
, até 12 g L
-1
, até 
45 g L
-1
 e no mínimo 45 g L
-1
, respectivamente (International Standard for the Labelling of 
Wines-OIV, 2012). 
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 Os vinhos podem ser ainda licorosos, espumantes e frisantes. Os vinhos licorosos 
possuem um título alcoométrico adquirido entre 15 - 22% vol. inclusive, e são obtidos a partir 
de mosto de uvas parcialmente fermentado, vinhos ou uma mistura destes produtos 
(Regulamento 479/2008, 2008). Os vinhos espumantes (naturais, de qualidade e gaseificados) 
são obtidos através de uvas frescas, de mosto de uvas ou de vinho. Após abertura do 
recipiente onde se encontram, os vinhos espumantes naturais e os vinhos de qualidade 
libertam dióxido de carbono proveniente exclusivamente da fermentação. Já os vinhos 
espumantes gaseificados libertam dióxido de carbono proveniente total ou parcialmente de 
uma adição desse gás (Regulamento 479/2008, 2008). De acordo com a mesma fonte, os 
vinhos frisantes podem ser naturais ou gaseificados, sendo obtidos a partir de vinho, com a 
diferença de que o primeiro possui dióxido de carbono endógeno e no segundo caso o dióxido 
de carbono é acrescentado total ou parcialmente. A diferença entre estes vinhos frisantes e os 
vinhos espumantes prende-se essencialmente com os valores de sobrepressão que possuem, 
a 20ºC, em recipientes fechados, devido ao dióxido de carbono. Para os primeiros a 
sobrepressão não é superior a 2,5 bar e nos espumantes a sobrepressão é pelo menos igual a 
3 bar (Regulamento 479/2008, 2008). 
 Um tipo vinho a destacar na região da Península de Setúbal é o Moscatel de Setúbal. 
Este vinho licoroso pode ser obtido a partir da casta Moscatel de Setúbal ou da casta Moscatel 
Roxo, dando origem a vinhos com o mesmo nome. Para o primeiro caso, a casta Moscatel de 
Setúbal tem de constituir no mínimo 67% das castas utilizadas aquando da produção do 
mesmo. Já no caso do Moscatel Roxo, as castas com a mesma designação devem estar 
presentes numa percentagem de 85%. Nestes vinhos o grau de açúcar presente no produto 
final situa-se entre 90 - 200 g L
-1
 (Infovini, 2013b).  
 
 
3.3 Composição do Vinho 
 
 No vinho predominam três tipos de substâncias, as substâncias voláteis, as matérias 
secas e a água, que representa cerca de 830 a 900g L
-1
 (Alais e Linden, 1990). 
 De entre as substâncias voláteis incluem-se o etanol e outros álcoois como o metanol, 
o propanol, o isobutanol e o álcool isoamílico. Os últimos três provêm da desaminação de 
aminoácidos presentes na uva e o metanol deriva da hidrólise das pectinas. Neste grupo das 
substâncias voláteis incluem-se ainda os ésteres orgânicos que constituem o bouquet, ou seja, 
o aroma e paladar específicos de cada vinho (Alais e Linden, 1990). 
 Das matérias ou extracto seco do vinho fazem parte matérias minerais e orgânicas. As 
primeiras são maioritariamente provenientes do mosto e incluem potássio, ácido sulfúrico e 
ácido fosfórico, e em menores quantidades, entre outros, sódio, cálcio, manganês, magnésio, 
ferro, nitratos e cloretos. As matérias orgânicas incluem a glicerina, o manitol, o glicol, o ácido 
tartárico, o ácido málico ou o ácido láctico, provenientes da fermentação, mas também 
compostos derivados do mosto como péptidos, aminoácidos, compostos fenólicos (taninos), 
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gomas e pectinas. O vinho possui ainda vitaminas, especialmente a vitamina B2 (Alais e 
Linden, 1990). 
 
 
3.4 Produção de Vinho 
3.4.1 Vinho Tinto 
 
 A produção de vinho começa na vindima, que pode ser manual ou mecânica, e que 
depende das condições climatéricas e do grau de maturação das uvas. O transporte das uvas 
até à adega deve ser cuidado por forma a não danificar as mesmas, uma vez que pelo facto de 
a vindima acontecer no tempo quente, pode ocorrer fermentação precoce nas uvas que não se 
encontrem intactas (Infovini, 2013c). 
 Na recepção das uvas há um controlo de qualidade por forma a retirar do processo de 
elaboração do vinho as uvas que não reúnam condições para tal. Nesta fase pode ocorrer 
adição de anidrido sulfuroso às uvas para impedir a oxidação das mesmas, assim como outros 
tratamentos enológicos. A fase seguinte da elaboração de vinhos tintos compreende o 
desengace, que consiste na eliminação das partes lenhosas dos cachos das uvas (Infovini, 
2013c). 
 Após esta operação ocorre o esmagamento das uvas, do qual o mosto é obtido entre 
dois a cinco dias, contendo películas e grainhas, sendo todos estes componentes transferidos 
para cubas de fermentação. Nesta fase são adicionados sulfitos para reduzir fermentações 
espontâneas e o crescimento de bactérias e leveduras de superfície (Lidon e Silvestre, 2007). 
Segundo os mesmos autores, a produção de dióxido de carbono nesta fase da fermentação 
alcoólica é responsável pela flutuação de sólidos para a superfície da cuba. Daí que ocorra 
uma fase de remontagem que serve precisamente para misturar as partes sólidas da superfície 
com o mosto restante que se encontra num nível inferior. As vantagens desta operação são 
uma distribuição homogénea das leveduras nos tanques de fermentação, assim como das 
temperaturas nos mesmos. 
 Após a remontagem tem lugar a prensagem, que serve para retirar as peles e grainhas 
do mosto. Ao contrário dos vinhos brancos, a prensagem ocorre após a fermentação já que as 
grainhas e peles das uvas conferem ao mosto cor e outras características (Infovini, 2013c). 
 De seguida ocorre a fermentação maloláctica, em que o ácido málico é transformado 
em ácido láctico. Esta operação, que aumenta a acidez volátil dos vinhos e diminui a aspereza 
dos mesmos, ocorre nas mesmas cubas de inox, madeira ou cimento utilizadas na fermentação 
alcoólica e pode durar semanas ou meses (Lidon e Silvestre, 2007; Infovini, 2013c). 
 A fase seguinte é denominada de estágio do vinho e na mesma ocorre o 
envelhecimento deste produto em cascos ou barris de carvalho. O objectivo é que o vinho 
contacte com o ar e adquira características que podem variar consoante a utilização de 
carvalho novo ou carvalho velho (Infovini, 2013c). Nesta fase as oxidações podem ser 
atenuadas mediante a aplicação de sulfitos e azoto (Lidon e Silvestre, 2007). 
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 Passado determinado tempo ocorre a trasfega do vinho para cubas limpas uma vez 
que as partículas em suspensão tendem a depositar-se no fundo das pipas (Infovini, 2013c). 
Os vinhos sofrem então o processo de colagem sendo clarificados e estabilizados por forma a 
garantir uma limpidez de longa duração (ausência de turbidez), sendo posteriormente 
engarrafados (Ribéreau-Gayon et al., 2006a). 
 
 
Figura 3.1 - Fluxograma de produção de vinho tinto (Adaptado de www.infovini.com). 
 
 
3.4.2 Vinho Branco 
 
 A produção de vinho branco engloba, à semelhança do vinho tinto, a vindima, o 
transporte das uvas para a adega, a recepção das mesmas e o controlo de qualidade dos 
frutos ocorrendo, após estes procedimentos, o desengace total e o esmagamento das uvas 
(Infovini, 2013c). Mediante esmagamento obtém-se 80% do mosto, que é separado por 
escorrimento. O restante mosto é obtido após prensagem, que extrai o sumo que se encontra 
entre as sementes das uvas e a película (Lidon e Silvestre, 2007). 
 Posteriormente ocorre uma fase de decantação, em que o mosto repousa um a dois 
dias em cubas, fazendo com que as partes sólidas provenientes da prensagem se depositem 
no fundo das mesmas (Lidon e Silvestre, 2007). 
 Após decantação o mosto é trasfegado para cubas de aço inox onde durante quinze a 
vinte dias decorre a fermentação alcoólica, que envolve a transformação dos açúcares do 
mosto em álcool (Infovini, 2013c). Esta fermentação ocorre mediante acção de leveduras, em 
ambiente de anaerobiose, com temperaturas entre 15 e 20ºC e de forma lenta. As leveduras 
utilizadas no processo podem provir do próprio mosto ou podem ser culturas seleccionadas 
como são os casos da Saccharomyces ellipsoideus ou da Saccharomyces chevalieri (Lidon e 
Silvestre, 2007). De acordo com os autores, se for necessário pode ainda recorrer-se à 
chaptalização, que envolve a adição de açúcar ao mosto durante a fermentação, permitindo 
que o vinho atinja uma graduação alcoólica mais acentuada, se bem que esta prática não é 
permitida em certos países. 
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 Após a fermentação alcoólica pode ocorrer fermentação maloláctica, sendo os resíduos 
sólidos e os microrganismos que sofreram necrose eliminados nas etapas seguintes de 
trasfega e clarificação. Na trasfega transfere-se o vinho para cubas limpas sendo usual a 
introdução de sulfitos para conservar o vinho (Infovini, 2013c). De uma forma geral esta 
trasfega ocorre vinte e um dias após a prensagem servindo também para eliminar etanol, 
dióxido de carbono e ácido sulfídrico. Já a clarificação do vinho é efectuada mediante colagem, 
pela utilização de auxiliares tecnológicos e os precipitados resultantes desta operação são 
removidos por filtração ou centrifugação (Lidon e Silvestre, 2007). 
 Antes do engarrafamento deste tipo de vinho os autores referem ainda a existência de 
uma fase de estabilização pelo frio, para inibir microrganismos e precipitar tartaratos, fase essa 
que é precedida de uma segunda trasfega, e de uma fase de conservação do vinho, em que se 
corrigem os sulfitos, precedida de uma terceira trasfega (Lidon e Silvestre, 2007). 
 
 
Figura 3.2 - Fluxograma de produção de vinho branco (Adaptado de www.infovini.com). 
 
 
3.4.3 Vinho Rosé 
 
 O vinho rosé pode ser obtido pelo modelo dos vinhos tintos ou pelo modelo dos vinhos 
brancos. No primeiro caso, modelo dos vinhos tintos, após vindima, transporte, recepção, 
desengace e esmagamento das uvas, tem lugar a maceração do vinho. Esta fase pode durar 
um a três dias e consiste num contacto permanente entre mosto e uvas. A duração desta fase 
está directamente ligada à cor final do vinho e ao seu teor de taninos. Após maceração as 
partes sólidas são separadas do mosto e este é transferido para cubas de fermentação 
(Infovini, 2013c). Na fermentação alcoólica recorre-se comummente à utilização de sulfitos 
assim como de culturas de leveduras seleccionadas (Lidon e Silvestre, 2007). Após 
fermentação ocorre a combinação de vários vinhos por forma a melhorar as características do 
produto final. As fases seguintes da elaboração deste tipo de vinho incluem o estágio e a 
trasfega, semelhantes às descritas anteriormente, e o posterior engarrafamento (Infovini, 
2013c). 
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Figura 3.3 - Fluxograma de produção de vinho rosé pelo método dos vinhos tintos (Adaptado 
de www.infovini.com). 
 
 A obtenção de vinho rosé mediante o método dos vinhos brancos consiste na vindima, 
transporte das uvas, recepção das mesmas para a adega, desengace total e esmagamento. De 
seguida ocorre a etapa de prensagem, efectuada por exemplo com recurso a uma prensa 
pneumática. Mediante este procedimento os vinhos obtidos possuem um tom rosado muito 
claro. Por decantação são removidos os compostos indesejáveis presentes no mosto como as 
partículas em suspensão, e o mosto é encaminhado para as cubas de fermentação. Após 
fermentação ocorrem as operações de trasfega, clarificação e engarrafamento (Infovini, 2013c). 
 
 
Figura 3.4 - Fluxograma de produção de vinho rosé pelo método dos vinhos brancos (Adaptado 
de www.infovini.com). 
 
 
3.4.4 Vinho Espumante 
 
 A produção de vinho espumante tem início na elaboração do vinho base. A vindima 
pode ser feita precocemente para que as uvas utilizadas na vinificação do vinho espumante 
sejam colhidas inteiras e no melhor estado possível. Após transporte e recepção das uvas, 
estas são alvo de um tratamento que reduz a oxidação e ocorre desengace. Se o espumante 
for branco, realiza-se a operação de prensagem nesta fase. Por outro lado, se o espumante for 
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tinto a prensagem tem lugar após a fermentação alcoólica. De seguida o vinho é engarrafado 
sendo o enchimento isobarométrico, ou seja, a pressão dentro da garrafa tem obrigatoriamente 
que ser constante para que daí não resultem perdas de gás. Ao vinho base é adicionado o licor 
de tiragem ou licor de fermentação que é composto por mosto, açúcar e leveduras, permitindo 
a segunda fermentação do vinho e a libertação de dióxido de carbono (Infovini, 2013d). 
 
 
Figura 3.5 - Fluxograma de produção de vinho espumante: vinho base (Adaptado de 
www.infovini.com). 
 
 Após adição do licor de fermentação o vinho espumante pode ser obtido pelo método 
Tradicional ou Champenoise, utilizado na elaboração dos champanhes franceses, pelo método 
de Cuba Fechada ou pelo método de Transferência (Lidon e Silvestre, 2007; Infovini, 2013d). 
 No método Tradicional a segunda fermentação dura cerca de três meses com 
temperaturas entre 10 - 12ºC, podendo depois o vinho amadurecer durante vários anos. Fruto 
da fermentação ocorre a acumulação de depósito nas garrafas, nomeadamente no gargalo, 
uma vez que estas são rodadas e progressivamente colocadas na posição vertical invertida 
(removimento). Por Dégorgement esse depósito é eliminado já que o procedimento consiste 
em retirar a rolha da garrafa deixando sair unicamente a quantidade de vinho suficiente para 
eliminar o depósito, sendo a garrafa fechada de seguida (Lidon e Silvestre, 2007). Com auxílio 
de uma máquina refrigeradora pode-se congelar uma porção de vinho junto do gargalo, 
originando uma camada de gelo e borra. Essa camada é expulsa após abertura da garrafa 
graças a pressão interna existente dentro dessa embalagem (Infovini, 2013d). Por forma a 
restabelecer o volume inicial da garrafa adiciona-se licor de expedição (vinho de qualidade e 
açúcar). Após rolhagem colocam-se arames a prender as rolhas para que estas resistam à 
pressão interna existente na garrafa e armazena-se o produto final entre um a sete anos (Lidon 
e Silvestre, 2007).  
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Figura 3.6 - Fluxograma de produção de vinho espumante: método tradicional (Adaptado de 
www.infovini.com). 
 
 No método de “Cuba Fechada”, a segunda fermentação é feita numa cuba, ficando o 
vinho nesse recipiente pelo menos dezoito dias. Ocorre depois uma etapa de filtração para que 
se removam as partículas em suspensão no vinho e procede-se ao engarrafamento, mais uma 
vez isobarométrico (Infovini, 2013d). 
 
 
Figura 3.7 - Fluxograma de produção de vinho espumante: método de cuba fechada (Adaptado 
de www.infovini.com). 
 
 No método de “Transferência”, a segunda fermentação é idêntica à do método 
Champenoise. Depois desta fermentação ocorre trasfega do vinho das garrafas para cubas, 
mediante a utilização de temperaturas oscilando em torno de 0ºC. É nesta fase em que o vinho 
se encontra nas cubas que as borras existentes vão ser eliminadas (Infovini, 2013d). 
Seguidamente é adicionado ao vinho o licor de expedição e o vinho é engarrafado sob pressão 
a baixas temperaturas (Lidon e Silvestre, 2007). 
 
 
Figura 3.8 - Fluxograma de produção de vinho espumante: método de transferência (Adaptado 
de www.infovini.com). 
 
 
3.4.5 Vinho Licoroso – Moscatel 
 
 A produção de vinho Moscatel tem início na vindima. A vindima da casta Moscatel de 
Setúbal ocorre quando o teor de açúcar das uvas corresponde a 12 - 13% de álcool potencial. 
Para a casta Moscatel Roxo esse valor cifra-se entre 13 - 14% (Infovini, 2013b). 
 As uvas são transportadas para a adega onde se dá o desengace e esmagamento dos 
cachos. O mosto fermenta em conjunto com as partes sólidas sendo que para interromper esta 
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fermentação pode ser adicionada ao mosto aguardente vínica, com título alcoométrico 
adquirido compreendido entre 52 - 86%, ou álcool vínico, com título alcoométrico adquirido não 
inferior a 96% (Infovini, 2013b). 
 A etapa seguinte denomina-se maceração pelicular, que pode ter uma duração de seis 
meses (Moscatel de Setúbal, 2013). Esta fase tem como objectivo a extracção dos 
componentes das películas, essenciais para que o vinho adquira as características desejadas 
relativamente à sua estrutura, cor, aroma e sabor (Infovini, 2013b). 
 Os vinhos estagiam cerca de dois anos em pipas de carvalho ou cubas de inox 
podendo após esse período ser engarrafados (Moscatel de Setúbal, 2013). 
 
 
Figura 3.9 - Fluxograma de produção de moscatel (Adaptado de www.moscateldesetubal.pt e 
www.infovini.com). 
 
 
3.5 Produção, Consumo e Comércio Mundial de Vinho 
 
 Entre os anos 2000 e 2011, a produção mundial de vinho diminuiu, com excepção para 
o ano 2004 em que a produção mundial de vinho atingiu os 296 milhões de hectolitros. Em 
2012 o valor da produção mundial de vinho cifrava-se nos 265 milhões de hectolitros (IVV, 
2012). De acordo com dados da OIV, os maiores produtores de vinho a nível mundial são, por 
esta ordem, a França, a Itália, a Espanha, os Estados Unidos, a Argentina, a China, a Austrália, 
o Chile, a África do Sul e a Alemanha (Statistical Report on World Vitiviniculture-OIV, 2012). 
 O consumo de vinho tem vindo a aumentar, nomeadamente, na China, África, Norte da 
Europa e Reino Unido. Contudo, os países associados ao maior consumo de vinho são a 
França, os Estados Unidos, a Itália e a Alemanha (IVV, 2012). 
 Relativamente ao comércio mundial de vinho, dados da OIV relativamente ao ano de 
2011 indicam que a globalidade das exportações de todos os países a nível mundial 
compreendia 99,4 milhões de hectolitros e que até essa data os maiores exportadores de vinho 
eram a Itália, a Espanha, a França, a Austrália, o Chile, os Estados Unidos, a Alemanha, a 
África do Sul, a Argentina e Portugal (Statistical Report on World Vitiviniculture-OIV, 2012). 
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4. Alergénios 
4.1 Alergénios Alimentares e Reacções Alimentares Adversas 
 
 Os alergénios alimentares definem-se como os componentes específicos dos alimentos 
ou ingredientes contidos nos alimentos (sendo maioritariamente proteínas) que são 
reconhecidos por células específicas do sistema imunológico para o alergénio e originam 
reacções imunológicas específicas, dando origem a sintomas característicos. Se por um lado 
alguns alergénios causam reacções alérgicas quando consumidos em crú, como os alergénios 
derivados de frutas e vegetais, a maioria dos alergénios tem a capacidade de provocar estas 
reacções mesmo depois de terem sido processados ou terem sofrido o processo de digestão 
no estômago e intestinos (Boyce et al., 2010). Os autores fazem ainda referência ao fenómeno 
de reacção cruzada, situação passível de acontecer quando por exemplo um alergénio 
alimentar possui semelhança estrutural com outro, o que pode desencadear uma reacção 
adversa idêntica à que ocorreria com o alergénio alimentar dito original. A título de exemplo, 
este fenómeno ocorre de forma comum entre diferentes nozes ou diferentes mariscos (Boyce 
et al., 2010). 
 O termo reacção alimentar adversa refere-se a uma resposta clinicamente anormal, 
mediada ou não por factores imunológicos, após ingestão de um alimento ou aditivo alimentar. 
Este termo engloba duas situações clínicas distintas, a intolerância alimentar e a alergia 
alimentar (Verdú, 2005). De acordo com o mesmo autor, o sistema imunitário não está 
implicado na intolerância alimentar, uma vez que esta é uma resposta fisiológica anómala a um 
alimento devido a alterações dos mecanismos normais de digestão e absorção, toxinas 
químicas ou bacterianas, substâncias com actividade farmacológica contidas nos alimentos e 
irritação intestinal quando se ingere quantidades elevadas de determinados alimentos. 
 A alergia alimentar é, segundo Hubbard (2005), uma reacção mediada pela 
imunoglobulina E (IgE) que ocorre quando o sistema imunológico reage a uma proteína 
alimentar normalmente não prejudicial que o corpo, de forma incorrecta, definiu como 
prejudicial. As imunoglobulinas são anticorpos específicos para os antigénios, produzidos pelos 
linfócitos e são conhecidas mais quatro classes de anticorpos para além da IgE: IgA, IgD, IgG e 
IgM (Hubbard, 2005). Um exemplo de reacções imunológicas não mediadas pela IgE é o caso 
da doença celíaca (The Threshold Working Group, 2006).  
 Relativamente à alergia alimentar, esta reacção alérgica deriva de uma resposta 
anormal ou exagerada do sistema imunitário a antigénios específicos (i.e., proteínas), 
ocorrendo em duas etapas, uma etapa inicial de sensibilização para com o alergénio e uma 
posterior elicitação de uma resposta alérgica perante uma exposição subsequente a esse 
alergénio. A primeira etapa ocorre quando um indivíduo susceptível produz anticorpos IgE 
contra proteínas específicas de um alimento. Na exposição seguinte do indivíduo a esse 
alimento as proteínas alergénicas ligam-se às moléculas de IgE activando as denominadas 
células mediadoras do sistema imunológico, mastócitos e basófilos. Esta segunda etapa vai 
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provocar a libertação de moléculas inflamatórias como são os leucotrienos e a histamina (The 
Threshold Working Group, 2006). Segundo a mesma fonte, a severidade de uma reacção 
alérgica e os efeitos específicos que se podem visualizar são afectados pela via de exposição 
aos alergénios, concentração e tipo de alergénio e pelo sistema de órgãos envolvido. 
 
 
4.2 Manifestações Patológicas e Alimentos 
 
 As manifestações patológicas mais frequentes da alergia alimentar englobam náuseas, 
vómitos, dor abdominal, diarreia e distensão abdominal no sistema gastrointestinal (Verdú, 
2005). No sistema respiratório febre dos fenos (inflamação da mucosa nasal), asma, tosse, 
dificuldade em respirar e inchaço ao redor da laringe e das cordas vocais. No sistema 
cardiovascular hipotensão e fraqueza (Ferreira, 2005; The Threshold Working Group, 2006). 
Para além destas manifestações, podem ainda verificar-se prurido, urticária, eczema, eritema, 
angiodema, epilepsia, enxaquecas, gases, sensação de calor, conjuntivite, inchaço periorbital, 
espirros, inchaço da língua e lábios, entre outros (Ferreira, 2005; Verdú, 2005; The Threshold 
Working Group, 2006; Lidon e Silvestre, 2010). De acordo com os últimos autores, as reacções 
mais severas envolvem o sistema respiratório e o sistema cardiovascular o que pode levar à 
perda de consciência, asfixia, choque ou morte. A anafilaxia é uma reacção alérgica 
multissistémica que requer intervenção médica imediata, sendo que o tipo mais grave de 
anafilaxia é denominado de choque anafiláctico e surge poucos minutos após a ingestão do 
alimento, manifestando-se por cianose, taquicardia e hipotensão (Verdú, 2005). 
 De acordo com Lidon e Silvestre (2010), a prevalência de alergias alimentares é 
superior nos primeiros anos de vida afectando cerca de 6% das crianças com menos de três 
anos de idade. Já na fase adulta, a percentagem de pessoas com alergias alimentares diminui 
para apenas 2%. Tal situação é justificada pelo facto da barreira intestinal das crianças com 
estas idades ainda ser deficiente permitindo a passagem de macromoléculas, ou seja 
proteínas, para o interior do organismo sem digestão prévia. 
 Os alimentos que provocam com mais frequência a hipersensibilização e os sintomas 
associados são o leite e os ovos na criança, marisco, peixe e carne por estarem mal 
conservados e já em decomposição, os cereais em grão e farinhas, vegetais verdes e frutos 
como o melão e as uvas, café e chá (Ferreira, 2005). Lidon e Silvestre (2010) referem ainda 
como alergénios mais comuns os alimentos como a soja, o cacau, o trigo, o amendoim e as 
nozes, entre outros. Os autores vão mais longe alegando que o chocolate, os tomates, os 
espinafres, os morangos, os ovos, peixes, mariscos, o ananás e as especiarias como a canela 
actuam directamente nos mastócitos e provocam a libertação de histamina. Mais ainda, Lidon e 
Silvestre (2010) referem que o vinho, a couve fermentada, o atum, a pimenta, o queijo, o 
arenque, as bananas, a cavala e o bacalhau, entre outros tantos, contêm histamina e outros 
mediadores que causam os sintomas referidos. 
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4.3 Alergénios Utilizados na Indústria de Vinho 
 
 A colagem dos vinhos pode implicar a introdução de proteínas, agentes de colagem, no 
vinho (Ribéreau-Gayon et al., 2006a). Com esta etapa pretende-se remover substâncias 
insolúveis e coloidais, assim como compostos adstringentes como os taninos. Os agentes de 
colagem coagulam com as partículas e coloides presentes no vinho, fazendo com que ocorra 
floculação e sedimentação dessas substâncias susceptiveis de causar turvação, que num 
passo seguinte serão filtradas (Kirschner, et al. 2009). De acordo com Ribéreau-Gayon e 
colaboradores (2006a), a colagem tem um efeito tanto de clarificação como de estabilização 
dos vinhos. Para além disto, preserva e melhora o aroma e sabor destes produtos (EFSA, 
2011a). 
 Os agentes de colagem de origem proteica utilizados são geralmente produtos 
derivados de leite, ovos e peixe e podem ser encontradas quantidades vestigiais dos mesmos 
no produto final (Kirschner, et al. 2009). O’Hehir e Stockley (2006) indicam ainda que os 
agentes potencialmente alergénicos comummente utilizados são a caseína, a albumina, a 
ictiocola e o caseinato de potássio. De acordo com esses autores, como cada vinho varia na 
sua composição, não existem quantidades padrão de agentes de colagem determinadas. 
Contudo, é importante que no produto final esteja presente uma pequena parte das proteínas 
utilizadas para que seja possível visualizar a presença de eventuais agregados, que não 
tenham sido previamente removidos, o que implicaria a necessidade de se efectuarem novos 
processos correctivos (O’Hehir e Stockley, 2006). 
 Apesar de ser possível a utilização de um maior leque de agentes de colagem nesta 
etapa, dois agentes e potenciais alergénios serão alvo de uma abordagem mais detalhada, a 
caseína e a albumina. Também a lisozima será alvo de análise uma vez que é uma importante 
proteína antibacteriana sendo que o seu uso é bastante vulgar. Não obstante, será feita ainda 
referência ao caseinato de potássio e à ictiocola (agentes de colagem de menor expressão) e 
ao dióxido de enxofre e sulfitos utilizados nos processos de sulfitagem a nível mundial devido 
às suas propriedades antissépticas e antioxidantes. 
 
 
4.3.1 Caseinato de Potássio 
 
 O caseinato de potássio é obtido a partir de leite desnatado fresco ou pasteurizado, por 
coagulação ácida da caseína, neutralização desse composto mediante a utilização de hidróxido 
de potássio e secagem através de um secador por pulverização (International Oenological 
Codex-OIV, 2013a). Com a utilização de caseinato de potássio pretende-se eliminar compostos 
polifenólicos oxidados ou que tendam a oxidar (International Code of Oenological Practices-
OIV, 2012b). Ainda segundo a OIV, o caseinato de potássio é um pó branco com um tom 
ligeiramente amarelado e cujo odor é típico do odor característico das proteínas do leite.  
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4.3.2 Ictiocola 
 
 A ictiocola ou cola de peixe obtém-se a partir da bexiga-natatória de peixes como o 
turjão e consiste essencialmente em colagénio (Fæste, 2010). De acordo com a EFSA (2007a) 
nos países onde a ictiocola é produzida, as bexigas-natatórias dos peixes são limpas, abertas, 
imersas em água quente, retira-se o músculo externo e os vasos sanguíneos e de seguida as 
bexigas são secas. Após um passo de granulação e vários passos de lavagem e esterilização 
mediante a aplicação de peróxido de hidrogénio, por tratamento mecânico é possível a 
obtenção de um pó fino ou uma pasta hidratada. 
 Utilizada para clarificar vinhos brancos e rosés, a ictiocola é utilizada essencialmente 
para remover taninos (Jackson, 2008b; International Oenological Codex-OIV, 2013b). O 
colagénio da cola de peixe forma uma solução coloidal carregada de forma positiva ao nível de 
pH do vinho sendo que a colagem ocorre mediante a neutralização das partículas carregadas 
de forma negativa que se encontram em suspensão no vinho, que se agregam e sedimentam 
(EFSA, 2005). A ictiocola tem sido utilizada, desde o século XVIII, para tratar vinhos e 
apresenta uma vantagem importante que é a pouca tendência para que ocorra o fenómeno 
denominado overfining. Esta colagem em excesso é mais frequente em vinhos brancos e o que 
sucede é que algumas proteínas que foram adicionadas para clarificar o vinho acabam por não 
flocular (Ribéreau-Gayon et al., 2006a). Segundo Fæste (2010), até ao ano 2010 não tinham 
sido relatados casos de reacções alérgicas à ictiocola. 
 
 
4.3.3 Caseína 
 
 O leite de vaca contém uma percentagem de 3 a 3,5% de proteínas, podendo estas ser 
divididas em caseínas, que representam 80%, e proteínas do soro de leite, com os restantes 
20% (Monaci et al., 2006). As caseínas são um conjunto de heteroproteínas que contêm 
fósforo na sua composição e constituem o coágulo ou coalhada, mediante coagulação de leite 
desnatado, por acção da quimosina ou por ajustamento do pH do leite para 4.6 a 30ºC (EFSA, 
2005; Singh e Flanagan, 2006). De acordo com a OIV, a caseína é um pó de cor branca 
amarelada, amorfo e insolúvel em água pura e em vários solventes orgânicos. É ainda inodoro 
se bem que por vezes possa possuir um ténue odor láctico (International Oenological Codex-
OIV, 2013c).  
 Inicialmente pensava-se que a fracção de caseína era uma entidade simples. Contudo, 
nos anos 30 ficou demonstrado que esta fracção era constituída por três elementos, mais tarde 
denominados de α-caseína, β-caseína e γ-caseína, que correspondiam a 75%, 22% e 3% do 
total da fracção de caseína. Sensivelmente vinte anos mais tarde, nos anos 50, chegou-se à 
conclusão de que a α-caseína era constituída por duas proteínas, sendo que a diferença entre 
ambas é que uma precipitava mediante uma baixa concentração de cálcio e a outra era 
insensível ao mesmo. Foram denominadas de αS-caseína e κ-caseína, respectivamente (Singh 
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e Flanagan, 2006). Posteriormente, de acordo com os mesmos autores, demonstrou-se que a 
αS-caseína era constituída por duas proteínas que passaram a ter a denominação de αS1-
caseína e αS2-caseína. Actualmente sabe-se que o leite de vaca possui quatro caseínas 
principais: a αS1-caseína (40%), a αS2-caseína (12,5%), a β-caseína (35%) e a κ-caseína 
(12,5%) (Monaci et al., 2006). As γ-caseínas representam o grupo minoritário da fracção de 
caseína e são o resultado da proteólise do carbono terminal da β-caseína por acção da 
plasmina (Singh e Flanagan, 2006). Considerando que possuem áreas carregadas de forma 
positiva e negativa na sua estrutura primária, as caseínas revelam uma natureza anfipática, ou 
seja, são constituídas por conjuntos de aminoácidos tanto hidrófobos como hidrófilos (Singh e 
Flanagan, 2006). As diferentes caseínas ligam-se formando micelas que ficam em suspensão 
no soro do leite (EFSA, 2005).  
 Relativamente à sua utilização no vinho, a caseína é particularmente utilizada em 
vinhos brancos como descolorante mas também pode desempenhar um papel na remoção de 
odores (Jackson, 2008b). Em concordância com esta afirmação, Ribéreau-Gayon e os seus 
colaboradores (2006a) afirmam que a caseína é importante para remover a cor amarela dos 
vinhos e também o odor a madeira característico dos processos produtivos, podendo ser usada 
preventivamente. A caseína coagula e precipita no ambiente ácido característico do mosto e do 
vinho e absorve os polifenóis (taninos), principalmente os que se encontram oxidados (EFSA, 
2011a; International Oenological Codex-OIV, 2013c). O precipitado que se formou pode ser 
removido a posteriori por etapas de filtração, sedimentação ou centrifugação (EFSA, 2011a). 
 Para além deste agente de colagem apenas flocular em meio ácido, necessita da 
presença de taninos para que se dê a precipitação e a clarificação. Desta forma é seguro que o 
fenómeno de overfining não venha a ocorrer (Ribéreau-Gayon et al., 2006a). Apesar desta 
vantagem, segundo os autores existe um importante ponto negativo associado ao que foi 
referido anteriormente, que é a relativa dificuldade da sua utilização, uma vez que flocula num 
curto espaço de tempo (Ribéreau-Gayon et al., 2006a). 
 
 
4.3.4 Albumina 
 
 A clara de ovo é mais alergénica que a gema uma vez que é nessa fracção que se 
encontram as maiores proteínas alergénicas deste alimento: ovomocóide, albumina, 
conalbumina e lisozima, que representam 11%, 54%, 12% e 3,4% da clara de ovo, 
respectivamente (Shoji, 2010). Por esta ordem, as proteínas referidas receberam a 
denominação de Gal d1, Gal d2, Gal d3 e Gal d4. Na gema de ovo foram caracterizadas outras 
duas proteínas alergénicas: a α-livetina ou Gal d5 e a proteína YGP42 ou Gal d6 (Alvarez e 
Boye, 2012). 
 A albumina é uma fosfoglicoproteína com massa molecular de 43 kDa a 45 kDa (Mine e 
Yang, 2008). É uma proteína termolábil, solúvel em água, possui 385 aminoácidos e uma 
cadeia lateral de hidratos de carbono (Shoji, 2010). Mine e Yang (2008) indicam que, apesar de 
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esta proteína ser uma fonte importante de aminoácidos, não lhe foi atribuída nenhuma função 
biológica. No entanto, entende-se que a sua função principal esteja associada ao transporte de 
ferro. Segundo os mesmos autores esta proteína possui actividade antioxidante e 
antimicrobiana. 
 A albumina do ovo é obtida mediante secagem de claras frescas, sendo um pó branco 
muito fino e leve. Não obstante a sua utilização em pó, a albumina pode ser utilizada 
directamente no tratamento de vinhos a partir de claras de ovo frescas ou esterilizadas 
(International Oenological Codex-OIV, 2013d). 
 A albumina é utilizada na colagem de vinhos tintos essencialmente para remover 
taninos em excesso mas também a adstringência. A remoção de taninos acontece uma vez 
que as ligações peptídicas da albumina formam ligações de hidrogénio com os grupos hidroxilo 
dos taninos. Uma vez que as moléculas possuem cargas opostas é favorecida a formação de 
agregados de proteínas e taninos de grandes dimensões que precipitam (Jackson, 2008b). 
Ribéreau-Gayon e os seus colaboradores (2006a) alegam que a albumina do ovo é o agente 
de colagem proteico há mais tempo utilizado e não é recomendado para vinhos brancos, pois 
requer uma quantidade elevada de taninos para precipitar. Ao invés, a albumina esteve sempre 
indicada como excelente opção para grandes vinhos tintos. Segundo a EFSA (2005), a 
albumina melhora características da qualidade dos vinhos tintos, nomeadamente acidez, a cor 
e o seu sabor. 
 
 
4.3.5 Lisozima 
 
 A lisozima (Gal d4) é uma proteína amplamente distribuída na natureza uma vez que 
pode ser encontrada não só na clara de ovo como no leite, e em outros tecidos animais e 
vegetais (Belitz et al., 2009a). Mediante a sua origem, são verificadas apenas algumas 
alterações na sequência de aminoácidos que constituem estas proteínas assim como ligeiras 
variações nas suas estruturas tridimensionais (EFSA, 2011b). Dados da mesma fonte indicam 
ainda que a lisozima foi a primeira proteína a ser sequenciada e a ter a sua estrutura 
tridimensional totalmente examinada. Esta glucosidase possui 129 aminoácidos, uma massa 
molecular de cerca de 14 kDa e quatro ligações dissulfeto internas (Mine e Yang, 2008). O 
facto de possuir estas ligações dissulfeto faz com a lisozima seja estável a altas temperaturas 
(Shoji, 2010). De acordo com a OIV (International Oenological Codex-OIV, 2013e), a lisozima é 
solúvel em água e insolúvel em solventes orgânicos. 
 Na elaboração de vinhos, a lisozima pode ser adicionada ao mosto ou ao vinho com o 
intuito de se inibir o crescimento e a actividade das bactérias responsáveis pela fermentação 
maloláctica dos mesmos (International Code of Oenological Practices-OIV, 2012c). Esta enzima 
tem a capacidade de hidrolisar as paredes das células das bactérias Gram-positivas, mais 
concretamente mediante hidrólise das ligações β-1,4 existentes entre o ácido N-acetilmurâmico 
e a N-acetilglucosamina (Belitz et al., 2009a; Shoji, 2010). 
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 Mediante a utilização desta proteína é possível reduzir-se as quantidades de dióxido de 
enxofre utilizadas (EFSA, 2005). Aponte-se contudo que a lisozima não pode ser utilizada para 
substituir o dióxido de enxofre devido à propriedade antioxidante do mesmo. A associação de 
lisozima e dióxido de enxofre no tratamento de vinhos é o mais aconselhado uma vez que a 
mesma origina vinhos mais estáveis (International Code of Oenological Practices-OIV, 2012c). 
De acordo com a EFSA (2005), a utilização de lisozima permite um controlo melhorado do 
processo de fermentação dos vinhos e evita a formação de ácidos voláteis. Mine e Yang (2008) 
afirmam que devido às suas características, a lisozima é um exemplo de uma enzima 
naturalmente presente nos alimentos que é amplamente utilizada pela indústria alimentar por 
forma a manter a qualidade dos seus produtos. 
 
 
4.3.6 Dióxido de Enxofre e Sulfitos 
 
 A concentração de dióxido de enxofre ou anidrido sulfuroso no vinho é frequentemente 
expressa em mg de SO2 L
-1
, independentemente de ser adicionada à elaboração do vinho 
dióxido de enxofre gasoso, líquido, hidrogenossulfito de potássio (KHSO3) ou metabissulfito de 
potássio (K2S2O5) (Ribéreau-Gayon et al., 2006b). De acordo com os autores o efeito produzido 
no vinho é o mesmo, qualquer que seja a forma utilizada. 
 O dióxido de enxofre é um gás incolor, não é inflamável e contém um cheiro forte e 
sufocante, sendo líquido à temperatura de 20ºC e pressão de 3,3 bar (International Oenological 
Codex-OIV, 2013f). 
 Relativamente aos sulfitos, Lidon e Silvestre (2008) indicam que estes se apresentam 
como pós brancos, em forma de cristais ou granulados e possuem cheiro a dióxido de enxofre. 
 Segundo Belitz e os seus colaboradores (2009b), o campo de actuação do dióxido de 
enxofre e sulfitos envolve bactérias, leveduras e bolores sendo que a actividade destes aditivos 
aumenta com o decréscimo de pH uma vez que o ácido sulfuroso (H2SO3) não dissociado 
predomina a pH inferior a três. Mesmo não havendo etapas de sulfitagem, a ausência de SO2 
nos vinhos é algo raro uma vez que as próprias leveduras produzem SO2 durante a 
fermentação, usualmente menos que 10 mg L
-1
 (Ribéreau-Gayon et al., 2006b). 
 Estes aditivos podem ser adicionados às uvas, mosto e vinho. Na primeira situação o 
objectivo da sulfitagem é promover um controlo microbiológico das uvas limitando ou 
prevenindo a propagação de leveduras e bactérias que não sejam desejadas. Esta adição de 
SO2 às uvas antes da fermentação alcoólica deve ser limitada uma vez que a sua conjugação 
com o acetaldeído diminui as propriedades antissépticas e antioxidantes no produto final, já 
que esta combinação é irreversível (International Code of Oenological Practices-OIV, 2012d). 
 A sulfitagem do mosto, que acontece durante o esmagamento das uvas ou 
imediatamente a seguir, está relacionada com a preservação de constituintes sensíveis à 
oxidação e com a prevenção do escurecimento enzimático mediante oxidação de fenóis (Belitz 
et al., 2009c). Serve também para controlar o crescimento de leveduras seleccionadas uma vez 
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que reduz o crescimento de outros microrganismos, minimiza as fermentações espontâneas e 
favorece a extracção de antocianinas (Lidon e Silvestre, 2008; International Code of 
Oenological Practices-OIV, 2012e). 
 Segundo a mesma fonte, a sulfitagem pode ser feita no vinho por adição directa 
durante a produção do mesmo, no produto final antes do enchimento e ainda na garrafa vazia, 
também antes do enchimento. Para além da estabilização microbiológica do vinho, mediante a 
presença de catalisadores o SO2 liga-se ao oxigénio dissolvido e protege o vinho de oxidações 
químicas, como a oxidação excessiva de compostos fenólicos (Ribéreau-Gayon et al., 2006b). 
O SO2 também se liga a compostos de carbonilo como o etanal suprimindo aromas 
indesejáveis e inibe a casse oxidásica, que é a turvação e o enegrecimento do vinho devido às 
oxidases (Belitz et al., 2009c; Infovini, 2013f). 
 Como uma parte do anidrido sulfuroso total adicionado vai logo ser combinado com 
componentes como açúcares, produtos secundários da fermentação, entre outros, apenas a 
fracção livre deste produto enológico pode proteger o mosto ou o vinho de ataques oxidativos 
e/ou bacterianos. Assim, ao longo de todo o processo de vinificação este parâmetro é 
controlado de forma rigorosa por forma a serem feitas as correcções necessárias que 
salvaguardem o produto final (Fonseca, 2013). 
 
 
4.4 Legislação Relativa à Presença de Alergénios em Vinhos 
4.4.1 Caseína e Caseinato de Potássio 
 
 A colagem mediante utilização de caseína é possível, segundo Ribéreau-Gayon e 
colaboradores (2006a) por valores entre 100 a 500 mg L
-1
 no caso de vinhos brancos. De 
acordo com a Autoridade Europeia para a Segurança Alimentar (EFSA, 2011a), as 
especificações para a utilização de caseína foram estabelecidas pela OIV em 2003. Os valores 
de caseína comummente utilizados para a clarificar vinhos brancos são os mesmos que os 
referidos anteriormente, entre 100 a 500 mg L
-1
. No caso dos vinhos tintos os valores são um 
pouco mais baixos, situando-se o intervalo de valores utilizados entre 50 e 250 mg L
-1
. Na 
mesma fonte podem ainda ser encontrados os valores de caseinato de potássio, 100 a 500 mg 
L
-1
, que pode ser usado como alternativa às caseínas (EFSA, 2011a). O caseinato de potássio 
é uma mistura de caseínas puras com carbonato de potássio. A utilização deste composto em 
alternativa às caseínas deve-se ao facto de o mesmo se dissolver em água e as caseínas 
serem difíceis de se dissolver pois são insolúveis em soluções ácidas (EFSA, 2007b). 
 
 
4.4.2 Ictiocola 
 
 Relativamente à ictiocola, a colagem de vinhos brancos realiza-se por valores entre 10 
e 25 mg/L (Ribéreau-Gayon et al., 2006a). Os mesmos valores estão indicados pela EFSA 
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onde se refere que estes 10 a 25 mg L
-1
 de ictiocola são também utilizados na colagem de 
vinhos rosés. Na mesma fonte podem ser encontrados os valores deste auxiliar tecnológico 
usado em alguns vinhos tintos, de 30 a 50 mg L
-1
 (EFSA, 2007a). 
 
 
4.4.3 Albumina 
 
 As especificações para a utilização de albumina foram definidas pela OIV no ano 2000 
(EFSA, 2011c). Ribéreau-Gayon e os seus colaboradores (2006a) alegam que a albumina 
pode ser utilizada tanto em pó como “fresca” para clarificar vinhos tintos. Para o primeiro caso, 
as quantidades utilizadas oscilam, de acordo com os autores, entre 50 - 150 mg L
-1
. No caso da 
albumina fresca, por norma, são utilizadas três a oito claras de ovo frescas por cada barril, 
correspondendo o mesmo a 225 litros de vinho. Os dados fornecidos pela EFSA, em 2011, 
relativamente à utilização de albumina, são semelhantes aos indicados por Ribéreau-Gayon e 
colaboradores, uma vez que há referência à utilização de 30 - 150 mg L
-1
 de albumina (EFSA, 
2011c). Na mesma fonte e relativamente à utilização de claras frescas há a indicação de que a 
quantidade das mesmas normalmente se situa entre as duas e as oito, inclusive, para cada 
barril de vinho, sendo que cada clara corresponde a cerca de 30 mg L
-1
 de albumina. Nesta 
mesma referência é ainda possível encontrar dados acerca da utilização de clara de ovo 
desidratada ou congelada (100 - 200 mg L
-1
) (EFSA, 2011c). 
 
 
4.4.4 Lisozima 
 
 De acordo com o Anexo I A do Regulamento (CE) nº 606/2009, da Comissão, de 10 de 
Julho (Regulamento 606/2009, 2009), a quantidade máxima de lisozima adicionada ao vinho é 
de 500 mg L
-1
, sendo que se for adicionada tanto ao mosto como ao vinho, o seu total não 
pode ultrapassar o valor acima indicado. Em termos de aplicações da lisozima e a sua relação 
com as quantidades vulgarmente utilizadas, dados fornecidos pela EFSA em 2011 indicam que 
como controlo preventivo do início da fermentação maloláctica adiciona-se 100 a 150 mg L
-1
 
deste alergénio. Caso se pretenda inibir esta fermentação a quantidade de lisozima utilizada 
pode ir até às 500 mg L
-1
 permitidas. Para estabilizar o vinho após a fermentação maloláctica 
utilizam-se doses de lisozima entre 250 e 300 mg L
-1
 (EFSA, 2011b). 
 
 
4.4.5 Dióxido de Enxofre e Sulfitos  
 
 De acordo com Ribéreau-Gayon e os seus colaboradores (2006b), os teores de dióxido 
de enxofre permitidos na União Europeia, de acordo com a legislação, são de 160 mg L
-1
 para 
vinhos tintos e 210 mg L
-1
 para vinhos brancos. Os autores referem no entanto que as 
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quantidades utilizadas normalmente não atingem estes valores, cifrando-se numa 
concentração média de 105 mg L
-1
 para vinhos brancos e em cerca de 75 mg L
-1
 para vinhos 
tintos. Ainda segundo estes autores, em países como o Canadá, o Japão, a Austrália e os 
Estados Unidos, o limite para a utilização de SO2, em qualquer vinho, é de 350 mg L
-1
. 
 Segundo o Anexo I B do Regulamento (CE) nº 606/2009, da Comissão, de 10 de Julho 
(Regulamento 606/2009, 2009), no momento da colocação no mercado para consumo humano 
directo, o total de dióxido de enxofre não pode exceder os 150 mg L
-1
 no caso dos vinhos tintos 
e 200 mg L
-1
 no caso dos vinhos brancos e rosés. Estes valores podem contudo ser 
aumentados para 200 mg L
-1
 e 250 mg L
-1
, respectivamente, se o teor de açúcares do vinho 
expresso pela soma “glucose mais frutose” for igual ou superior a 5 g L
-1
. 
 A mesma fonte indica ainda os valores totais de dióxido de enxofre permitidos para 
vinhos licorosos e espumantes no momento da colocação dos mesmos no mercado para 
consumo humano directo. Para os vinhos licorosos o valor permitido é de 150 mg L
-1
 para os 
vinhos com um teor de açúcares inferior a 5 g L
-1
 e de 200 mg L
-1
 para vinhos com um teor de 
açúcares igual ou superior a esse valor. No caso dos vinhos espumantes, o teor de dióxido de 
enxofre não pode exceder 185 mg L
-1
 nos vinhos espumantes de qualidade e os 235 mg L
-1
 no 
caso de outros vinhos espumantes (Regulamento 606/2009, 2009). 
 A diferença entre um vinho espumante de qualidade e um vinho espumante natural, de 
acordo com o Anexo IV do Regulamento (CE) nº 479/2008, do Conselho, de 29 de Abril 
(Regulamento 479/2008, 2008), reside no facto de estes vinhos apresentarem, quando 
conservados a uma temperatura de 20ºC em recipientes fechados, uma sobrepressão devida 
ao dióxido de carbono em solução, igual ou superior a 3 bar para os vinhos espumantes 
naturais e igual ou superior a 3,5 bar no caso dos vinhos espumantes de qualidade. Para além 
deste facto, um vinho espumante natural é um produto preparado a partir de vinho de base cujo 
título alcoométrico total não seja inferior a 8,5% vol. e um vinho espumante de qualidade é 
preparado a partir de vinho de base cujo título alcoométrico não seja inferior a 9% vol. 
(Regulamento 479/2008, 2008). 
 
 
4.4.6 Alterações Recentes na Legislação Europeia 
 
 A Directiva 2000/13/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 20 de Março de 
2000, relativa à aproximação das legislações dos Estados-Membros respeitantes à rotulagem, 
apresentação e publicidade dos géneros alimentícios continha uma lista na qual constavam os 
ingredientes alimentares que deveriam ser indicados na rotulagem dos géneros alimentícios 
uma vez que os mesmos poderiam provocar reacções indesejáveis em indivíduos sensíveis. 
Dessa lista faziam parte o dióxido de enxofre e os sulfitos em concentrações superiores a 10 
mg L
-1
 expressos em SO2, o leite e os produtos à base de leite, os ovos e produtos à base de 
ovos e peixes e produtos à base de peixe. Com base em pareceres da EFSA a partir de 2000 e 
outras informações, essa lista foi alterada, primeiro provisoriamente e depois de forma 
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definitiva, tendo sido excluída dos requisitos de rotulagem, entre outros, a ictiocola utilizada 
como agente clarificante do vinho e da cerveja (Directiva 2007/68/CE, 2007). 
 De acordo com o Regulamento de Execução (UE) nº 579/2012, da Comissão, de 29 de 
Junho (Regulamento de Execução 579/2012, 2012), os vinhos colocados no mercado a partir 
do dia 1 de Julho de 2012 devem indicar a presença de alergénios na respectiva rotulagem. Tal 
imposição aplica-se aos vinhos que tenham sido elaborados total ou parcialmente a partir de 
uvas da colheita de 2012 e dos anos seguintes e rotulados após 30 de Junho de 2012. 
Segundo a mesma fonte, as menções relativas aos sulfitos, ao leite e produtos à base de leite 
e ao ovo e produtos à base de ovo são as seguintes: “sulfitos” ou “dióxido de enxofre”; “ovo”, 
“proteína de ovo”, “produto de ovo”, “lisozima de ovo” ou “albumina de ovo”; “leite”, “produtos 
de leite”, “caseína de leite” ou “proteína de leite”. Estas menções podem ser acompanhadas 
por um dos pictogramas abaixo indicados, contudo a utilização de pictogramas não exclui a 
obrigatoriedade de indicar por palavras o alergénio em causa (Regulamento de Execução 
579/2012, 2012). 
 As línguas autorizadas em Portugal em termos de rotulagem de alergénios são o 
português, o inglês, o espanhol e o francês ou, em caso de utilização de pictograma, este 
símbolo em adição à língua portuguesa e/ou inglesa e/ou outra língua da União Europeia 
(Comissão Europeia, 2012). Antes da referência ao alergénio ou alergénios presentes no vinho 
em questão, deve estar presente o termo “Contém” (Regulamento 607/2009, 2009). Copeland 
e Torbitt (2012) afirmam que a indicação de alergénios é necessária se o leite, ovos ou 
produtos derivados de ambos que tenham sido utilizados na produção de vinho se encontrem 
no produto final com valores de 0,25 mg L
-1
 ou superiores, sendo esse o valor limite de 
detecção dos métodos de análise para proteínas potencialmente alergénicas utilizadas como 
agentes de colagem, estipulado pela OIV. 
 
 
Figura 4.1 - Pictogramas com a indicação de alergénios (Fonte: Copaland e Torbitt, 2012). 
 
 
4.4.7 Designações Oficiais 
 
 A entrada de Portugal na União Europeia obrigou a alterações nas designações dos 
vinhos produzidos e assim os vinhos podem ter a designação de Denominação de Origem 
(DO) ou de Indicação Geográfica (IG) (Infovini, 2013e). 
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 A designação de Denominação de Origem aplica-se aos vinhos cuja originalidade e 
individualidade estão intimamente associados a uma região, local ou denominação tradicional, 
sendo consideradas a origem e produção nessa região ou local, e a qualidade ou 
características específicas devido a factores humanos, naturais e meio geográfico (IVV, 2013c). 
Por forma a preservar as características e a qualidade destes vinhos, todas as etapas de 
produção são rigorosamente controladas por entidades certificadoras (Infovini, 2013e). 
Segundo a mesma fonte, a Denominação de Origem Protegida (DOP) é uma designação 
comunitária que designa os vinhos com DO, integra esses mesmos vinhos num registo 
comunitário único e confere-lhes protecção em concordância com a regulamentação em vigor. 
Já a Denominação de Origem Controlada (DOC) é uma menção tradicional específica que 
pode ser utilizada em Portugal na rotulagem de vinhos com DO e dispensa a utilização da 
referência DOP (IVV, 2013c). 
 A designação de Indicação Geográfica aplica-se a vinhos produzidos numa região 
específica, que adoptam o nome dessa região. Os vinhos têm de ser elaborados com um teor 
de pelo menos 85% de uvas dessa região e de castas previamente estabelecidas. Tal como na 
DO, também estes vinhos são controlados por entidades certificadoras para garantir a 
qualidade e genuinidade dos mesmos (IVV, 2013c). Do mesmo modo que existe a DOP, 
referida anteriormente, no caso da IG a Indicação Geográfica Protegida (IGP) é uma menção 
comunitária nos mesmos moldes (Infovini, 2013c). Semelhante à DOC, a menção Vinho 
Regional é uma menção tradicional especifica para a rotulagem dos vinhos que têm direito a 
IG. Esta referência também dispensa a indicação IGP (IVV, 2013c). 
 Se os vinhos não se enquadrarem nas designações mencionadas são considerados 
Vinhos, tendo de cumprir com as regulamentações nacionais e comunitárias (Infovini, 2013e). 
 
 
Figura 4.2 - Símbolos DOC e IGP (Fonte: www.tradicao-qualidade.pt). 
 
 
4.4.8 Outras Indicações Presentes na Rotulagem dos Vinhos 
 
 Em termos de legislação importa ainda referir outras indicações presentes na 
rotulagem, sejam obrigatórias ou facultativas. 
 De acordo com a OIV nas menções obrigatórias constam: a denominação do produto 
(na qual se insere a utilização da palavra “vinho” e a Indicação Geográfica ou Denominação de 
Origem reconhecidas), o título alcoométrico volúmico adquirido, a informação sobre aditivos 
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(onde se encontram os sulfitos), o volume nominal, o país de origem do vinho e a identificação 
do lote (International Standard for the Labelling of Wines-OIV, 2012). O Instituto da Vinha e o 
Vinho (IVV) alude ainda à referência do engarrafador através da expressão “Engarrafado por 
/Embalado por / Acondicionado por” seguida da designação social do engarrafador conforme 
está inscrita no IVV, do município e do Estado-membro onde este tem a sua sede (IVV, 2013d). 
 As menções facultativas podem ser: uma marca registada, as partes que participaram 
no processo de comercialização dos vinhos, o nome da exploração vitícola, o nome das castas 
que compõem o vinho, a indicação vintage ou o ano de colheita, o tipo de vinho (seco, meio 
seco, semi-doce ou doce), medalhas e outras distinções, a indicação de envelhecimento do 
vinho, menções tradicionais de qualidade, entre outros (International Standard for the Labelling 
of Wines-OIV, 2012). Por outro lado, como menções facultativas o IVV faz referência à cor do 
vinho e à utilização de pictograma (IVV, 2013e). 
 As menções tradicionais de qualidade, que podem ser indicadas na rotulagem de 
vinhos com direito a Indicação Geográfica (IG), ou Denominação de Origem (DO) são, de 
acordo com a Portaria nº 239/2012 de 9 de Agosto, as seguintes: “Colheita tardia” ou “Vindima 
tardia”, “Colheita selecionada”, “Escolha”, “Garrafeira”, “Novo”, “Reserva”, “Reserva especial”, 
“Superior”, “Grande reserva”, “Velho” e “Velha reserva”. A mesma fonte indica que na 
rotulagem de vinhos licorosos as menções tradicionais de qualidade que podem ser utilizadas 
são “Reserva” e “Superior”, e para os vinhos espumantes as menções tradicionais “Colheita 
selecionada”, “Reserva”, “Super reserva” ou “Extra reserva” e “Velha reserva” ou “Grande 
reserva”. Também para estes casos, as menções tradicionais de qualidade apenas podem ser 
utilizadas na rotulagem de vinhos com direito a IG ou DO. Especificamente para o Moscatel de 
Setúbal e outros vinhos do género são permitidas as indicações “10 anos de idade”, “20 anos 
de idade”, “30 anos de idade” e “Mais de 40 anos de idade” desde que esse vinho tenha no 
mínimo a idade indicada (Portaria 239/2012, 2012). 
 
 
4.4.9 Exemplos de Legislação de Países Não Integrados na União 
Europeia 
 
 Nos Estados Unidos, quarto maior produtor de vinho a nível mundial no ano 2011 
segundo a OIV no seu relatório estatístico sobre vitivinicultura mundial, é obrigatória a 
indicação da presença de sulfitos nos rótulos, mediante a declaração “Contém sulfitos” se a 
quantidade de sulfitos for igual ou superior a 10 ppm. Já a indicação da presença dos 
alergénios considerados como principais, nomeadamente ovos, leite, peixes, nozes, soja, trigo, 
entre outros, é facultativa. No entanto, se houver indicação relativa à utilização de um destes 
alergénios, todos os alergénios utilizados na produção desse vinho têm de ser indicados. Esta 
declaração relativa aos principais alergénios consiste na palavra “Contém”, seguida de “:” e o 
nome da fonte do alimento a partir do qual cada um desses alergénios é derivado (The U.S. 
Government Printing Office, 2013). 
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 Na Austrália, sétimo maior produtor de vinho em 2011, de acordo com a OIV, desde 20 
de Dezembro de 2002, todos os vinhos rotulados têm de conter uma declaração de alergénios. 
Segundo o Food Standards Code, documento de referência que enumera os requisitos para 
alimentos como aditivos, segurança alimentar e rotulagem, entre outros, os alergénios que são 
utilizados na produção de vinho e que têm de ser identificados são os sulfitos adicionados, 
caso estejam presentes em concentrações iguais ou superiores a 10 mg L
-1
, a caseína e o 
caseinato de potássio, a clara de ovo incluindo a lisozima, nozes, leite e leite evaporado. A 
partir de 28 de Maio de 2009, este código foi alterado dispensando a indicação da presença de 
ictiocola. As declarações relativas à indicação de alergénios não estão prescritas, no entanto 
deve estar presente a menção “Contém sulfitos” se os mesmos estiverem presentes nas 
quantidades referidas (Wine Australia, 2013). 
 O Canadá, em termos de produção de vinhos, embora menos relevante relativamente 
aos Estados Unidos, Austrália ou vários países da União Europeia, adoptou a inclusão da 
indicação de alergénios nos vinhos no dia 4 de Agosto de 2012. Tal como noutros países, se 
os sulfitos adicionados ao vinho estiverem presentes no produto final numa quantidade igual ou 
superior a 10 ppm, têm que estar indicados na lista de ingredientes ou mediante a declaração 
“Contém: Sulfitos” (Canadian Vintners Association, 2012). De acordo com a mesma fonte, a 
indicação da presença de caseína, albumina ou ictiocola não é necessária se forem aplicadas à 
produção de vinhos boas práticas de fabrico como etapas de filtração. Isto deve-se ao facto de 
se ter concluído, por entidades reguladoras do Canadá (nomeadamente a Health Canada), que 
a utilização destes agentes de colagem não resulta em quantidades apreciáveis de proteínas 
alergénicas no produto final. Caso os vinhos não sejam filtrados, por exemplo, e sejam 
utilizados auxiliares tecnológicos provenientes de alimentos alergénicos, resultando em 
quantidades apreciáveis de resíduos dos mesmos no produto final, a indicação desses 
alergénios é obrigatória seja por indicação na lista de ingredientes ou pela declaração 
“Contém:” e o respectivo alergénio. 
 
 
4.5 Métodos de Detecção / Quantificação de Alergénios 
 
 Actualmente, praticamente qualquer análise a constituintes alimentares pode ser 
efectuada mediante diversas abordagens e com o recurso a inúmeras técnicas analíticas. 
Estas técnicas e diferentes abordagens são influenciadas por variados factores, 
nomeadamente os objectivos propostos, a complexidade da matriz a analisar, o tempo e o 
custo das técnicas a utilizar, a fiabilidade das mesmas, a instrumentação disponível para 
efectuar as análises, entre muitos outros factores (Ismail et al., 2010). Assim, após a escolha 
do método analítico deve ser feita uma consideração apropriada relativamente à amostragem e 
à preparação de amostras para análise. 
 Por força de características como o baixo custo e a rapidez de resultados, a indústria 
alimentar e as instituições reguladoras têm por norma implementada a utilização de métodos 
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de rastreio. Para análises mais complexas que exijam um outro nível de equipamento, mais 
robusto, sofisticado e naturalmente mais dispendioso, regra geral as amostras são enviadas 
para laboratórios especializados (Ismail et al., 2010). 
 Os métodos mais utilizados na detecção de alergénios baseiam-se, na sua maioria, na 
detecção de ADN ou de proteínas sendo que relacionado com as últimas, tem vindo a ser 
adoptada em larga escala a espectrometria de massa (Johnson et al., 2011). Não obstante, as 
indústrias alimentares utilizam um método de rastreio rápido que não se baseia no ADN ou nas 
proteínas presentes na amostra, mas na detecção de ATP presente na superfície de alimentos 
alergénicos, mediante a utilização de zaragatoas, sendo conhecido por Swab (Monaci e 
Visconti, 2012). Este método evidencia uma grande utilidade que está relacionada com o evitar 
de contaminações cruzadas de alergénios durante a limpeza dos equipamentos de 
processamento (Ismail et al., 2010). De acordo com Monaci e Visconti (2012), os Swabs estão 
indicados presentemente para a detecção de alimentos alergénicos (i.e., leite, ovos, trigo e 
soja). 
 
 
4.5.1 Métodos de Detecção de Alergénios Baseados em ADN 
 
 O facto de as proteínas alimentares alergénicas serem responsáveis pela 
sensibilização e o desencadear de reacções alérgicas fez com a maioria dos métodos de 
detecção de alergénios tenham sido baseados na detecção destas proteínas. Como alternativa 
aos métodos de detecção de alergénios baseados nestes macronutrientes, tem sido sugerida a 
utilização de ADN como alvo para a detecção de material alergénico nos alimentos. Esta 
tecnologia, que é relativamente recente para a detecção de alergénios, tem sido usada para os 
casos de autenticação de alimentos, incluindo especiação, e na detecção de produtos de 
agricultura biotecnológica para garantir a veracidade da informação presente na rotulagem e o 
cumprimento de regulamentos (Diaz-Amigo e Popping, 2010). No entanto, a utilização de ADN 
com este propósito de detectar alergénios tem gerado controvérsia devido ao facto de a 
correlação entre a presença de proteína alergénica e o ADN em alimentos processados poder 
não ser constante, sendo que, segundo os mesmos autores, existem pelo menos quatro 
factores que afectam esta relação: a expressão do alergénio poder ser afectada por condições 
ambientais, o processamento dos alimentos poder afectar a proteína e o ADN de forma 
diferente e em diferentes graus, proteínas isoladas ou fracções proteicas usadas para formular 
o produto poderem carecer de ADN, poder haver um efeito de matriz e a interferência de outros 
componentes do alimento (Diaz-Amigo e Popping, 2010). 
 Os métodos que se baseiam em ADN envolvem a extracção deste, que deve ser 
efectuada antes de qualquer processamento significativo, sendo que, segundo Ismail e os seus 
colaboradores (2010), é preferível a análise a matérias-primas do que a alimentos altamente 
processados. O método utilizado para a extracção de ADN depende da consistência do 
material biológico, do rácio esperado para a quantidade de ADN por quantidade de material 
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biológico, da presença de eventuais inibidores de PCR (reacção em cadeia da polimerase) e 
dos instrumentos ou aparelhos de pipetagem existentes no laboratório. O tratamento da 
amostra com K-proteinase e um tampão de EDTA, seguido por uma extracção com fenol e 
clorofórmio, e precipitação do ADN com etanol, dá origem a um ADN muito puro. No entanto, 
existe todo um conjunto de desvantagens que estão relacionadas com o manuseio de 
substâncias orgânicas (Schubbert, 2010).  
 A extracção de ADN é seguida de uma amplificação do mesmo por PCR utilizando uma 
polimerase termostável. A amostra que foi amplificada é então visualizada através de, por 
exemplo, coloração por fluorescência que se segue a uma electroforese em gel de agarose 
(Ismail et al., 2010). 
 De acordo com Slowianek e Majak (2011), a reacção de PCR permite obter resultados 
qualitativos que apontam para a presença da sequência de codificação para um dado 
alergénio. Se se pretender uma determinação semiquantitativa, tal pode ser obtida através de 
PCR-ELISA e uma determinação quantitativa precisa é assegurada por PCR em tempo real 
(RT-PCR) (Slowianek e Majak, 2011). Kerbach e os seus colaboradores (2009), referem ainda 
que tanto o PCR como o RT-PCR podem ser um instrumento valioso para indicar a ausência 
ou presença de alimentos alergénicos se não existirem métodos ELISA (enzyme-linked 
immunosorbent assay) adequados, para confirmar os dados obtidos em análises ELISA ou se 
for necessário um rastreio múltiplo de vários alimentos alergénicos. 
 Para além dos ensaios referidos, Diaz-Amigo e Popping (2010), referem ainda a 
existência de outros ensaios para detecção de alergénios, nomeadamente o multiplex PCR. 
 
4.5.1.1 PCR 
 A PCR foi desenvolvida no ano de 1983 por Kary Mullis, sendo um método in vitro para 
a síntese enzimática de sequências especificas de ADN, usando dois primers de 
oligonucleotidos que hibridizam com cadeias opostas e flanqueiam a região de interesse no 
ADN alvo. A PCR padrão tem três etapas definidas pela temperatura: desnaturação, 
hibridização e extensão do primer (Rout e Ma, 2006). Esta invenção permitiu solucionar um 
problema fulcral em genética, que era a questão de como fazer para copiar cadeias de ADN de 
interesse. Pelo mérito que teve, e pela importância para a Ciência, Kary Mullis recebeu, em 
1993, o Prémio Nobel da Química (Broll, 2010a). 
 Inicialmente este método era lento, caro e impreciso. Hoje em dia, a amplificação de 
sequências de ADN por PCR requer apenas alguns minutos ou eventualmente horas e muito 
pouca matéria-prima. Para além disto, o PCR pode obter detecções com maior sensibilidade e 
maiores níveis de amplificação de sequências específicas em menos tempo que outras 
técnicas. Este conjunto de características tornam esta técnica adequada e de enorme utilidade 
não apenas para pesquisas básicas mas também em ciência aplicada como é o caso do 
controlo de qualidade no sector industrial (Broll, 2010a). Segundo o mesmo autor, o PCR tem 
evoluído muito para além da detecção de ADN ou amplificação de fragmentos do mesmo, 
tendo sido já descritos vários desenvolvimentos do método original. 
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 O PCR é um método cíclico que aumenta exponencialmente o número de cópias de 
ADN, através de replicação enzimática, e pode ser repetido inúmeras vezes para produzir 
milhões de cópias da sequência alvo. Esta técnica utiliza ciclos termais para replicar 
alternadamente a sequência alvo e depois funde o ADN em cadeias simples para repetir de 
novo o processo (Ismail et al., 2010). Ismail e os seus colaboradores (2010) indicam que este 
método se baseia na utilização de dois fragmentos sintéticos de ADN que são complementares 
às extremidades opostas da sequência alvo. Estes fragmentos, designados primers, têm 
normalmente entre dezoito e trinta e cinco bases de comprimento e podem apenas ser 
produzidos quando a sequência alvo é conhecida. A amplificação de ADN ocorre ainda devido 
à presença de uma enzima específica na mistura de PCR, denominada Taq polimerase 
(Monaci et al., 2006). Esta enzima provém da Thermus aquaticus e é termostável. Para além 
destes, a mistura de PCR inclui ainda as bases de nucleótidos que compõem o ADN, na forma 
de desoxirribonucleótidos fosfatados e uma solução tampão para manter as condições óptimas 
para que as reacções se dêem (Ismail et al., 2010). Broll (2010a) refere-se ainda à utilização de 
magnésio como um importante cofactor das polimerases termostáveis de ADN. Mais ainda, que 
a concentração deste composto é essencial para o sucesso da amplificação uma vez que na 
ausência de quantidade adequada de iões de magnésio livres a Taq polimerase é totalmente 
inactiva e o excesso de magnésio reduz a fidelidade da enzima e pode aumentar o nível de 
amplificação não específica (Broll, 2010a). 
 Depois de combinados, a solução é colocada em tubos de ensaio contendo cerca de 
20 a 200µg de solução de mistura (Ismail et al., 2010). Esses tubos são então colocados num 
termociclador, que é um instrumento que sujeita a solução a uma série de temperaturas em 
quantidades de tempo variado. Esta série de ajustes de temperatura e tempo é referida como 
um ciclo de amplificação. Na teoria, dez ciclos multiplicam a quantidade de produtos 
amplificados por um factor de cerca de mil numa questão de horas, e vinte ciclos por um factor 
de mais de um milhão (Broll, 2010a). Ismail e os seus colaboradores (2010) afirmam que o 
processo é repetido normalmente por trinta a cinquenta ciclos, o que é suficiente para produzir 
milhões de cópias de ADN. 
 Como supracitado e de acordo com Broll (2010a), cada ciclo pode ser repartido em três 
etapas: desnaturação do modelo, hibridização do primer e extensão do primer. A etapa inicial, 
desnaturação, desnatura o ADN alvo aquecendo-o a 94ºC ou mesmo mais durante um período 
de tempo de alguns segundos mas que se pode estender a dois minutos. Neste procedimento 
as duas cadeias de ADN estreitamente interligadas separam-se uma da outra produzindo o 
modelo de ADN de cadeia simples para replicação pela ADN polimerase termostável. No passo 
intermediário do ciclo, que tem a duração de cerca de quinze a sessenta segundos, a 
temperatura é reduzida para um intervalo entre 40-60ºC. A esta temperatura os primers de 
oligonucleótidos podem formar associações estáveis com o ADN alvo desnaturado e servem 
como iniciação para a ADN polimerase sintetizar uma nova cadeia. Esta síntese de novo de 
ADN tem início assim que a temperatura da reacção é aumentada para o nível óptimo de 
actuação da ADN polimerase (Broll, 2010a). A etapa final tem uma duração de um a dois 
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minutos e realiza-se a 72ºC, temperatura óptima para actuação da enzima. Esta porção do 
ciclo representa a síntese de ADN dependente de primer, pela Taq polimerase. A taxa de 
síntese desta enzima na sua temperatura óptima é de sessenta nucleótidos por segundo (Rout 
e Ma, 2006). 
 Após ter sido gerado ADN suficiente por PCR, a amostra pode ser analisada por 
electroforese em gel de agarose. A amostra e os padrões migram através do gel e após esta 
delocação o gel é corado sendo que a presença e a abundância de ADN podem ser 
identificadas por comparação com a posição e grau de coloração dos padrões (Ismail et al., 
2010). De acordo com Broll (2010a), o corante mais usualmente utilizado para a electroforese 
em gel de agarose é o brometo de etídio, que fica fluorescente aquando intercalado com ADN 
sob luz ultravioleta tornando-se desta forma visível. 
 
4.5.1.2 PCR em Tempo Real 
 A PCR em tempo real foi desenvolvida por Higuchi e colaboradores nos anos noventa 
(Seifi et al., 2012), mediante a inclusão de um corante fluorescente, o brometo de etídio, na 
PCR e execução da técnica sob luz ultravioleta. Tal facto torna o corante fluorescente sendo 
que a intensidade da fluorescência aumenta aquando da ligação deste corante com ácidos 
nucleicos. Mediante este procedimento a acumulação de ADN pode ser visualizada (Seifi et al., 
2012). A visualização da quantidade de ADN à medida que o mesmo é amplificado deve-se à 
capacidade que esta técnica possui de monitorizar o progresso da PCR (mediante tecnologia 
fluorescente) à medida que este se desenrola, ou seja, em tempo real, recolhendo informação 
ao longo de todo o processo ao invés de uma recolha meramente final (Broll, 2010b). De 
acordo com o autor, neste método as reacções caracterizam-se pelo momento durante o ciclo 
em que a amplificação de um alvo é detectada pela primeira vez e não pela quantidade de alvo 
acumulado após um número fixo de ciclos. Ainda segundo o mesmo, quanto maior for o 
número de cópias inicial do ácido nucleico alvo, mais cedo se observa um aumento significativo 
na fluorescência (Broll, 2010b). Novais e os seus colaboradores (2004) indicam que a RT-PCR 
tem a vantagem de quantificar de forma precisa e com maior reprodutibilidade os ácidos 
nucleicos uma vez que determina os valores na fase exponencial da reacção. 
 
4.5.1.3 PCR-ELISA 
 O PCR-ELISA é um ensaio híbrido que combina o PCR, como primeiro passo, e o 
método ELISA como sistema de detecção (Diaz-Amigo e Popping, 2010). Este método envolve 
a ligação do fragmento de ADN amplificado de um alimento alergénico a uma proteína 
específica marcada com uma sonda de ADN, que é então acoplado com um anticorpo marcado 
com uma enzima específica. A quantificação de ADN baseia-se na produção de cor pela 
reacção entre enzima e substrato (Ismail et al, 2010). De acordo com Slowianek e Majak 
(2011), esta combinação é vantajosa uma vez que o método aplica a elevada especificidade de 
detecção com base no ADN e o baixo custo e a simplicidade do ensaio ELISA. Mais ainda, 
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Williams e os seus colaboradores (2012) afirmam que este formato torna o PCR convencional 
numa técnica quantitativa e permite a análise em simultâneo de várias amostras. 
 
4.5.1.4 Multiplex PCR 
 Descrito pela primeira vez, em 1988, por Chamberlain e colaboradores, o multiplex 
PCR é uma variante do PCR que permite amplificar, de forma simultânea, vários fragmentos de 
ADN pela utilização de mais de um par de primers. Uma das razões para a utilização desta 
técnica é a poupança de tempo e a nível económico, quando se analisam várias amostras em 
paralelo. Não obstante, estes ensaios requerem algum tempo para se estabelecerem, 
necessitando de longos procedimentos de optimização (Broll, 2010a). De acordo com o mesmo 
autor, o multiplex PCR tem sido utilizado em várias áreas de estudo do ADN como ensaios a 
polimorfismos, mutações ou transcrição reversa de PCR. Slowianek e Majak (2011) indicam 
que o multiplex PCR exibe uma grande especificidade e sensibilidade, tendo sido utilizado para 
detectar o ADN dos seguintes alergénios simultaneamente: ovo, leite, sésamo, amendoim, 
soja, amêndoa, avelã e aipo. 
 
4.5.1.5 Vantagens e Desvantagens dos Métodos Baseados em ADN 
 As técnicas de PCR são comuns e a sua utilização tem em vista a detecção de um 
vasto número de alergénios (Monaci et al., 2006). De acordo com Ismail e colaboradores 
(2010), existem tanto vantagens como desvantagens na utilização de métodos baseados em 
ADN para a detecção de alergénios alimentares. 
 Estes métodos não têm como alvo o alergénio da amostra, ou seja a proteína em si, e 
assim sendo a detecção do ADN que codifica o alergénio nem sempre se correlaciona com a 
presença do mesmo. Um exemplo simples é o de um alimento que tenha sido fortificado com 
uma proteína purificada. Nestes casos, proteína e ADN podem ser separados dando origem a 
conclusões falsas relativamente à presença do alergénio na amostra (Ismail et al., 2010). 
 Johnson e os seus associados (2011) referem que as técnicas de processamento 
podem afectar a recuperação de ADN e as proteínas de forma diferente, levando em muitos 
casos a uma subestimação ou sobrestimação do conteúdo alergénico presente. Os mesmos 
autores indicam ainda que para a execução de extracção de ADN e amplificação do mesmo 
por PCR é necessário treino especial, para além de que os equipamentos podem ser 
dispendiosos. Já Slowianek e Majak (2011) afirmam que estes métodos não são 
recomendados para a detecção de alergénios em alimentos com elevado teor proteico e baixo 
conteúdo em ADN, como é o caso dos ovos, referindo que o aipo, devido ao seu baixo teor 
proteico, é um alimento adequado para estes ensaios. 
 Relativamente a ensaios a vinhos, O’Hehir e Stockley (2006) referem que como os 
ensaios de PCR são testes indirectos, podem apenas ser usados para determinar se um 
produto particular foi usado, não indicando se o alergénio está presente no vinho. Para além 
disto, apesar da maioria dos ensaios de PCR amplificar fragmentos de ADN muito pequenos, 
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não existe garantia de que o ADN encontrado no vinho possua um tamanho adequado para ser 
amplificado.  
 Os ensaios que se baseiam em ADN têm vantagens relativamente aos imunoensaios, 
uma vez que estes últimos requerem a identificação e a caracterização das proteínas 
alergénicas para produzir anticorpos específicos para os alergénios, informação que nem 
sempre se encontra disponível (Diaz-Amigo e Popping, 2010). Uma vantagem importante da 
utilização de ensaios baseados na técnica de PCR reside na grande especificidade da reacção 
das mesmas (Iwobi et al., 2012). Acresce ainda que Monaci e colaboradores (2006) afirmam 
que as detecções que se baseiam em ADN são menos afectadas pelo processamento dos 
alimentos uma vez que o ADN, devido à sua superior estabilidade química, resiste melhor ao 
processamento do que as proteínas. 
 Kerbach e colaboradores (2009) indicam que apesar de algumas dificuldades como a 
possível fragmentação extrema do ADN ou inibição por iões metálicos ou proteínas após 
filtração, a monitorização indirecta de alergénios por PCR é possível abaixo de uma 
concentração de 10 mg/kg. Slowianek e Majak (2011) fornecem os mesmos dados, 
especificando que os limites de detecção abaixo do valor anteriormente referido estão 
associados a alimentos como o leite, a soja ou avelãs. Adicionalmente, os autores destacam 
características como rapidez, sensibilidade, simplicidade e eficiência dos ensaios PCR. 
 
 
4.5.2 Métodos de Detecção / Quantificação de Alergénios Baseados em 
Proteínas 
 
 Os métodos que se baseiam em proteínas empregues na análise de alergénios 
envolvem normalmente ensaios baseados em anticorpos que se denominam de imunoensaios 
(Ismail et al., 2010). Estes imunoensaios são técnicas analíticas nos quais os anticorpos são 
utilizados como elementos de detecção, devido à capacidade dos mesmos de se ligarem 
especificamente a moléculas de natureza química heterogénica, ou seja, devido à sua elevada 
especificidade e sensibilidade (Diaz-Amigo, 2010). Os anticorpos são usados para detectar 
proteínas alergénicas específicas que servem de marcadores para os alimentos alergénicos 
(Monaci e Visconti, 2012). 
 As proteínas podem ser detectadas mediante a utilização de anticorpos monoclonais 
ou policlonais (BS EN 15842, 2010). A diferença entre ambos reside no facto de os anticorpos 
policlonais serem uma mistura complexa de anticorpos com diferentes afinidades, ou seja, 
força de ligação às moléculas alvo, e diferentes especificidades, que está relacionada com as 
regiões dessas mesmas moléculas. Por contraste, os anticorpos monoclonais possuem uma 
especificidade e afinidade únicas (Diaz-Amigo, 2010). O grau de afinidade dos anticorpos para 
as proteínas está dependente da conformação da proteína após extracção (BS EN 15842, 
2010). Ismail e colaboradores (2010) indicam que a maioria dos kits de immunoensaios 
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existentes no mercado, que diferem no número de proteínas que têm como alvo e na 
especificidade, usam os chamados anticorpos policlonais. 
 A escolha destes métodos recai, para além das características já referidas, 
nomeadamente sensibilidade e especificidade, no facto de os mesmos serem mais rentáveis 
em termos económicos do que outras técnicas de detecção proteica, como é o caso da 
espectrometria de massa (Diaz-Amigo, 2010). De acordo com a mesma autora, todos os 
imunoensaios requerem a utilização de um material de suporte para imobilizar o antigénio ou o 
anticorpo, sendo que a diferença entre ambos reside no design do imunoensaio. Apesar da 
utilização de membranas de nitrocelulose ou de fluoreto de polivinilideno, a plataforma mais 
vulgarmente utilizada é a placa de microtitulação de poliestireno de 96 poços (Diaz-Amigo, 
2010). 
 Inúmeros são os métodos que se baseiam em imunoensaios utilizados na análise de 
alergénios alimentares, sendo que qualquer método deve ser validado para a matriz a ser 
analisada. Os métodos ELISA são maioritariamente utilizados para fins quantitativos (BS EN 
15842, 2010). Monanci e Visconti (2012) referem que para a análise quantitativa de alergénios, 
estes métodos estão disponíveis em dois formatos, o método ELISA em formato de sandwich e 
o método ELISA competitivo. Ismail e colaboradores (2010) destacam o facto de o método 
ELISA competitivo ser usado para proteínas alergénicas com peso molecular inferior a 5 kDa, 
ou seja, de pequenas dimensões. 
 Para além da análise quantitativa, os imunoensaios são utilizados para análises 
qualitativas e semiquantitativas, comummente denominados de métodos de rastreio. Estes têm 
utilidade na análise de um grande número de amostras uma vez que fornecem resultados num 
curto espaço de tempo. Mais ainda, são métodos muito simples, menos propensos a variações 
experimentais e têm ainda o benefício de não estar confinados a ambientes laboratoriais 
rigorosamente controlados (Ismail et al., 2010). Os mesmos autores indicam ainda que, se por 
um lado os métodos qualitativos detectam a presença de alergénios, os métodos 
semiquantitantivos fornecem uma estimativa da concentração de alergénio detectada. 
Exemplos destes métodos de rastreio usados para análise qualitativa são o Western Blot e o 
Dot Immunoblotting, que são idênticos, no entanto, no último o extracto proteico não é 
separado por electroforese e é aplicado directamente sobre a membrana de nitrocelulose ou de 
fluoreto de polivinilideno (PVDF), antes do anticorpo específico para proteínas marcado 
enzimaticamente (Ismail et al., 2010). Diaz-Amigo (2010) faz referência aos Imunoensaios com 
Biossensores. Por seu lado, Monaci e Visconti (2012) mencionam os ensaios de Fluxo Lateral. 
Os métodos imunológicos supracitados serão pormenorizados de seguida. 
 De acordo com Monaci e Visconti (2012), a maior desvantagem dos métodos 
imunológicos é a ausência de separação proteica o que pode dar origem a uma reactividade 
cruzada com outros componentes dos alimentos ou alergénios podendo como consequência 
gerar resultados falso-positivos. 
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4.5.2.1 ELISA 
 Engvall e Perlmann desenvolveram em 1971 um tipo de ensaio imunoenzimático ao 
qual denominaram ELISA (Hsieh, 2010). Estes ensaios compreendem a ligação de um 
anticorpo ou um antigénio, ambos solúveis, a um suporte sólido, usualmente na forma de uma 
placa de microtitulação de poliestireno de 96 poços (Hsieh, 2010). Diaz-Amigo (2010) afirma 
que estas placas plásticas possuem uma elevada capacidade de ligação, sendo que os 
anticorpos, antigénios ou haptenos ligam-se às paredes de cada poço e os locais de ligação 
remanescentes são bloqueados por forma a evitar ligações não especificas à placa, o que 
poderia resultar num indesejado e elevado ruído de fundo (Diaz-Amigo, 2010). A mesma autora 
salienta ainda que dos muitos agentes bloqueadores existentes, os mais comuns são a caseína 
e a albumina de soro de bovino. 
 De acordo com Rout e Ma (2006), os marcadores enzimáticos mais utilizados nos 
ensaios ELISA são a catalase, a peroxidase, a fosfatase alcalina, a glucose oxidase e a β-
galactosidase, sendo que a reacção enzimática que vai permitir a detecção ocorre na última 
etapa do procedimento. Nessa etapa, o marcador enzimático é utilizado para converter um 
substrato sem cor para um produto solúvel colorido na solução, gerando desta forma um sinal 
detectável para o ensaio. Por outras palavras, as enzimas catalisam reacções que causam a 
degradação dos substratos, dando origem assim ao produto colorido. Este produto colorido 
pode ser lido de forma directa ou através de um espectofotómetro, sendo que a quantidade de 
antigénio alvo presente no extracto da amostra é determinada pela intensidade da cor 
desenvolvida no imunoensaio (Hseih, 2010). Hseih (2010) refere ainda que uma enzima, para 
ser indicada para o ensaio tem de ser estável, ligar-se rapidamente aos antigénios ou 
anticorpos e ser capaz de catalisar de forma rápida uma alteração que seja visível mediante a 
utilização de um substrato simples. Relativamente aos substratos, Rout e Ma (2006) indicam 
que os mais utilizados são a orto-fenilenodiamina e o BTSA acoplado com peróxido de 
hidrogénio. Importa ainda salientar que estes ensaios requerem um ponto de lavagem entre 
cada etapa para que sejam removidos os reagentes que não se encontrem ligados (Rout e Ma, 
2006). 
 Segundo Hseih (2010), qualquer ensaio ELISA contém no respectivo protocolo cinco 
etapas comuns. Não obstante, variações nestes ensaios implicam que os respectivos 
procedimentos variem. O mesmo autor indica ainda que, uma vez que os extractos dos 
alimentos a analisar podem conter outros componentes que não os desejáveis e estes podem 
ter efeito na competição pelo sítio de ligação do anticorpo, a inclusão de controlos positivos e 
negativos nos ensaios é de extrema importância. O controlo positivo demonstra através de um 
sinal positivo que o imunoensaio está a decorrer de forma correcta, e o controlo negativo 
indica, através de um sinal negativo, a ausência de contaminações ou reacções não 
específicas no ensaio. 
 As etapas comuns enumeradas por Hseih (2010) são as seguintes: em primeiro lugar 
faz-se o revestimento do anticorpo ou antigénio numa fase sólida, de seguida bloqueia-se a 
superfície que permanece não revestida na fase sólida com um tampão de bloqueio, depois 
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incuba-se com diferentes reagentes de imunoensaio a uma temperatura e tempo específicos, 
lava-se a superfície revestida para separar moléculas livres não ligadas de moléculas ligadas e 
finalmente a cor formada é detectada no ensaio de forma visual ou espectrofotometricamente. 
De acordo com o autor, os sinais dos ensaios ELISA podem ser detectados de forma directa ou 
indirecta. No primeiro caso, o marcador enzimático está directamente ligado à molécula de 
detecção primária e como tal é necessária a utilização de reagentes mais puros para o 
procedimento de conjugação da enzima. Nos ensaios indirectos é utilizado um reagente 
intermediário para ligar a molécula de captura com uma molécula secundária conjugada 
enzimaticamente, podendo estes ensaios ser mais sensíveis que os directos, pois mais 
moléculas de enzima podem ser ligadas ao anticorpo ou antigénio de detecção (Hseih, 2010). 
 Diaz-Amigo (2010) indica que estes ensaios podem ser divididos em dois grupos 
distintos. Tal distinção relaciona-se com os reagentes dos ensaios, se estes forem utilizados 
em excesso estamos perante um ensaio não competitivo. Em contraste, se estes reagentes 
forem um factor limitante, o ensaio denomina-se ensaio competitivo. Para além da diferença 
que existe entre ambos os ensaios relativamente ao tamanho de moléculas a analisar, no final 
do ensaio a quantidade de cor que se forma está directamente relacionada com a quantidade 
de antigénio presente na amostra, num ensaio não competitivo, ao passo que num ensaio 
competitivo existe uma relação inversamente proporcional entre a quantidade de antigénio na 
amostra e a cor que se desenvolve no final do imunoensaio (Hseih, 2010). Monaci e Visconti 
(2012) afirmam que o método ELISA é um método de eleição para detectar um sem número de 
alergénios devido à elevada sensibilidade e especificidade do método aliadas ao facto de se 
poderem fazer determinações semiquantitativas desses alergénios presentes nos géneros 
alimentícios. 
 O ensaio ELISA em formato de sandwich é um dos tipos de imunoensaio não 
competitivo mais vulgarmente utilizados (Hseih, 2010). Nestes imunoensaios, o anticorpo de 
captura é inicialmente imobilizado num suporte sólido e é capaz de capturar a proteína 
alergénica presente no extracto a analisar (Monaci e Visconti, 2012). De uma forma geral essa 
imobilização passa simplesmente por ligar o anticorpo a uma superfície hidrófoba, como 
referido anteriormente (Hseih, 2010). De seguida, os compostos em excesso, ou seja, os 
anticorpos não ligados, são removidos por lavagem. Há um passo de bloqueio e é adicionado o 
anticorpo de detecção, seguido de nova lavagem e ainda adição de um substrato de enzima 
descolorado. Este anticorpo de detecção também reconhece o antigénio alvo e liga-se ao 
mesmo dando origem ao complexo anticorpo-antigénio-anticorpo, vulgarmente denominado por 
sandwich (Diaz-Amigo, 2010). De acordo com a autora, o anticorpo de detecção pode ser 
marcado enzimaticamente ou ser utilizado sem marcação, sendo que a biotina é comummente 
utilizada. Monaci e Visconti (2012) referem que este método é aplicado de forma indirecta 
quando anticorpos ligados a enzimas se vão ligar especificamente aos anticorpos já ligados 
aos antigénios. Como indicado, a intensidade da cor gerada no final do ensaio é directamente 
proporcional à quantidade de antigénio presente na amostra sob investigação (Hseih, 2010). 
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 O imunoensaio em formato de sandwich não é adequado para a análise de moléculas 
de pequenas dimensões pois uma molécula deste tipo representa um epítopo ou apenas parte 
e são necessários dois epítopos diferentes para que ambos os anticorpos se liguem. Em 
resposta a este desafio foram então desenvolvidos os ensaios ELISA competitivos (Hseih, 
2010). Estes imunoensaios requerem a imobilização do antigénio ou hapteno, ou do anticorpo 
(Diaz-Amigo, 2010). 
 No primeiro caso, o antigénio ou o hapteno ligado a uma proteína (para facilitar a 
ligação do mesmo) é imobilizado numa superfície sólida e há remoção do excesso por 
lavagem. Após este passo, o hapteno ligado à proteína e as moléculas de pequena dimensão 
livres presentes no extracto da amostra de alimento competem pela ligação ao anticorpo 
marcado enzimaticamente, uma vez que o mesmo possui sítios de ligação limitados. Mais uma 
vez é feita uma lavagem, que não remove o anticorpo que se encontra ligado ao hapteno 
imobilizado (Hseih, 2010). Quanto maior for a concentração destas moléculas de pequenas 
dimensões na amostra, mais o anticorpo se liga a estas moléculas e por conseguinte menos se 
ligará ao hapteno, acabando por ser removido por lavagem juntamente com a enzima à qual 
está ligado (Diaz-Amigo, 2010; Hseih, 2010). Para se determinar a quantidade de anticorpo que 
se encontra ligado ao hapteno é adicionado o substrato enzimático e observada a quantidade 
de cor que se desenvolve. Tal facto torna possível afirmar a existência de uma relação inversa 
entre essa quantidade de cor e a porção de moléculas de pequenas dimensões no extracto de 
alimento (Hseih, 2010). 
 No caso dos ensaios ELISA, em que o anticorpo é imobilizado no plástico, cria-se uma 
competição pelos sítios de ligação a esse anticorpo entre o hapteno ligado a uma enzima e as 
moléculas de pequena dimensão. Após remoção dos compostos em excesso por um passo de 
lavagem e adição de um substrato que em contacto com a enzima gera um sinal colorido 
mensurável, pode-se determinar a quantidade de enzima ligada ao hapteno. Tal como para o 
primeiro caso, também neste formato de imunoensaio existe uma relação inversa entre 
moléculas do alimento e quantidade de cor presente no final do ensaio (Hseih, 2010). 
 De acordo com a OIV (Compendium-OIV, 2013a), os ensaios imunoenzimáticos são os 
mais adequados para o controlo rotineiro de alergénios, assim como os mais fáceis de 
executar. A mesma fonte indica que apesar de ainda não estarem estabelecidos métodos 
específicos para a determinação de agentes de colagem proteicos nos vinhos, a determinação 
de proteínas alergénicas nestas matrizes pode ser efectuada pelos métodos ELISA, tanto 
competitivos como no formato de sandwich, directos ou de forma indirecta. 
 
4.5.2.2 Western Blot 
 O Western Blot é um método no qual há a combinação de duas técnicas, a 
electroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) num primeiro passo, que serve para separar as 
proteínas da mistura complexa em que estão inseridas de acordo com a massa molecular das 
mesmas, seguida de um imunoensaio por forma a detectar a presença de proteínas 
antigénicas (Hseih, 2010). 
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 Smith (2010) define electroforese como sendo a migração de moléculas carregadas 
numa solução através de um campo eléctrico. Mais ainda, a autora indica que o tipo de 
electroforese mais vulgarmente utilizado com proteínas é a electroforese por zona. Nesta, dá-
se a separação das proteínas de uma mistura complexa pela migração em tampões aquosos 
através de uma matriz de polímero sólido – gel. Apesar da utilização de outras matrizes como o 
amido ou a agarose, para este tipo de electroforese os géis de poliacrilamida são os mais 
utilizados. A separação proteica está intimamente relacionada com a fracção das proteínas da 
matriz e com a carga das mesmas (Smith, 2010). 
 Aquando de um ensaio Western Blot, Diaz-Amigo (2010) refere que as proteínas 
podem ser separadas na sua forma nativa ou mediante a utilização de condições 
desnaturantes e redutoras. 
 No primeiro caso, mediante electroforese nativa, a separação proteica baseia-se no 
tamanho, forma e carga das moléculas (Smith, 2010). Contudo, o procedimento mais comum 
desenrola-se mediante o recurso às condições anteriormente referidas. 
 Neste caso, e de acordo com Hseih (2010), as amostras são colocadas à temperatura 
de ebulição numa solução tampão que contém um agente redutor como o mercaptoetanol, e 
um detergente, o dodecilsulfato de sódio. Mediante este processo as proteínas perdem a sua 
estrutura terciária e as ligações dissulfeto são quebradas, o que faculta a separação dos 
polipéptidos individuais ao longo do gel (Diaz-Amigo, 2010). A amostra é aplicada ao gel de 
poliacrilamida e separada por electroforese tendo como base a sua massa molecular uma vez 
que mediante este processo todas as proteínas se encontram carregadas negativamente e 
com a mesma forma alongada (Hseih, 2010; Westermeier e Scheibe, 2009). Depois de 
separadas, as proteínas são transferidas para uma membrana, que pode ser de nílon, 
nitrocelulose ou PDVF (Diaz-Amigo, 2010). A membrana é incubada com uma solução de 
conjugado de anticorpo-enzima, do qual o excesso é removido por lavagem, seguido da adição 
do substrato enzimático. No local da membrana onde a proteína que reagiu com o anticorpo foi 
imobilizada forma-se uma faixa colorida (Hseih, 2010). 
 Segundo Hseih (2010), o substrato que se utiliza neste método é diferente dos 
utilizados nos ensaios ELISA porque o objectivo dos Western Blot é a formação de produtos 
coloridos insolúveis que permaneçam nas membranas. A concentração proteica alvo de análise 
no extracto é dada pala largura da faixa formada e pela intensidade da cor da mesma. Uma 
estimativa da massa molecular da proteína ligada pelo anticorpo pode ser efectuada tendo 
como base a sua posição relativamente a proteínas padrão de peso molecular conhecido 
(Hseih, 2010). 
 Esta técnica é muito complexa sendo necessário pessoal treinado em contexto 
laboratorial. Não obstante esta desvantagem, os Western Blot têm vantagens como a 
capacidade de poderem ser detectadas proteínas na ordem dos pictogramas e em alimentos 
processados (Hseih, 2010). Tais características permitem avaliar a presença de alergénios 
ocultos nos alimentos sujeitos a processamento, podendo confirmar ou servir de complemento 
aos métodos ELISA (Diaz-Amigo, 2010). 
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4.5.2.3 Ensaios de Fluxo Lateral 
 Os ensaios de fluxo lateral são dispositivos imunocromatográficos com uma fase móvel 
que move as amostras ao longo da tira de teste (Monaci e Visconti, 2012). Apesar de a sua 
invenção não ter tido como propósito a análise de alergénios alimentares, o facto de ser um 
método de fácil utilização aliado a características como o baixo custo, fiabilidade, portabilidade 
e rapidez de resultados, tornaram possível esta adaptação (Diaz-Amigo, 2010; Hseih, 2010). 
 Hoje em dia, os ensaios de fluxo lateral, que possuem carácter qualitativo 
/semiquantitativo, aplicam-se comummente ao despiste de contaminações por alergénios na 
indústria alimentar, servindo também para validar e monitorizar a limpeza de equipamentos 
dessas indústrias (Diaz-Amigo, 2010; Johnson et al., 2011). Hseih (2010) refere também que 
estes testes são úteis para determinar se a concentração proteica alvo de análise se encontra 
dentro dos limites especificados. 
 Tal como acontece nos ensaios ELISA, também estes imunoensaios podem ter um 
formato competitivo ou um formato não competitivo, nomeadamente num formato de sandwich 
(Monaci e Visconti, 2012). O formato competitivo aplica-se à detecção de moléculas de 
pequenas dimensões e o não competitivo para moléculas de dimensão superior. Apesar destas 
semelhanças e contrariamente aos ensaios ELISA, estes ensaios não necessitam de qualquer 
etapa de lavagem para separar moléculas ligadas de moléculas não ligadas. Para além disto, a 
coloração no final do teste deve-se à presença de partículas de pequenas dimensões, esféricas 
e coloridas, ligadas aos anticorpos, normalmente na forma de latex colorido ou nano partículas 
de ouro (Hseih, 2010). 
 Na execução do ensaio, a amostra a analisar é colocada numa zona da tira de ensaio 
denominada sample pad (O’Farrell, 2009). De seguida, a amostra migra até ao local onde 
estão imobilizados os anticorpos de detecção conjugados com as partículas coloridas, 
encontrando-se este conjugado numa forma seca (Hseih, 2010). Com o contacto da amostra 
no estado líquido com o conjugado seco, o analito liga-se ao conjugado, fluindo o complexo ao 
longo da tira por acção capilar, até à linha de teste onde se encontra uma membrana porosa. É 
nesta membrana, normalmente de nitrocelulose, que se encontram os anticorpos de captura, 
imobilizados, com o propósito de apreender o complexo analito-conjugado à medida que o 
mesmo se move ao longo da tira (O’Farrell, 2009). Quanto maior o número de complexos 
aprisionados, mais coloração a linha adquire, estando a intensidade da cor relacionada com a 
quantidade de antigénio presente na amostra. Se se pretender um resultado quantitativo, é 
necessário utilizar um aparelho que meça a intensidade da cor desenvolvida (Hseih, 2010). 
Existe ainda uma segunda linha, a chamada linha de controlo, que serve para assegurar que o 
ensaio foi efectuado de forma adequada (Diaz-Amigo, 2010). Esta linha possui anticorpos 
secundários capazes de se ligarem ao excesso de conjugado de anticorpo e partículas 
coloridas que atravessam a linha de teste, sendo que se houver coloração é sinal de que o 
ensaio está completo. Na extremidade final da tira de ensaio encontra-se uma zona 
denominada absorbent pad, que arrasta a amostra ao longo do dispositivo absorvendo no final 
os reagentes em excesso (Hseih, 2010; O’Farrell, 2009). 
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 Esta descrição é referente a um ensaio não competitivo, uma vez que os ensaios de 
formato competitivo, que se utilizam para testar moléculas de pequenas dimensões com um 
único epítopo, não se conseguem ligar aos dois anticorpos em simultâneo. Para estes, um 
resultado positivo é revelado pela ausência da linha de teste (O’Farrell, 2009). 
 
4.5.2.4 Imunoensaios com Biossensores 
 De acordo com a IUPAC (2012), os biossensores são dispositivos que utilizam 
reacções bioquímicas específicas mediadas por enzimas isoladas, imunosistemas, tecidos ou 
outros, para detectar compostos químicos, por meio de sinais ópticos, eléctricos ou térmicos. 
 Estes sensores têm vindo a ser amplamente utilizados na indústria alimentar para 
finalidades variadas, como a detecção de alergénios e outros contaminantes, sendo os mais 
comuns os biossensores baseados na ressonância de plasmões de superfície (Diaz-Amigo, 
2010). Estes biossensores são vantajosos pois as medições que fazem são não evasivas, 
sendo sensíveis e contínuas em tempo real (Raz et al., 2008). 
 Os imunoensaios com biossensores não necessitam de marcadores e baseiam-se em 
alterações no índice de refracção de uma superfície revestida com anticorpos quando a ligação 
antigénio-anticorpo se realiza, podendo fornecer tanto informações quantitativas como 
qualitativas (Diaz-Amigo, 2010; Raz et al., 2008). 
 
 
4.5.3 Detecção / Quantificação de Alergénios Baseada na Espectrometria 
de Massa 
 
 Os métodos ELISA para a detecção de alergénios em vinhos são recomendados pela 
OIV. Contudo, embora possuam inúmeras vantagens na sua utilização, a presença de 
compostos interferentes nas matrizes a analisar limitam esta metodologia, principalmente em 
dois pontos. Por um lado, a adsorção dos alergénios nas matrizes sólidas podem alterar os 
epítopos proteicos, comprometendo a sensibilidade dos testes. Por outro lado, nos vinhos e em 
especial no vinho tinto, para além da presença de polissacáridos, a quantidade elevada de 
polifenóis presente interage tanto com proteínas como com anticorpos (Tolin et al., 2012a). A 
necessidade de superar estes obstáculos levou ao desenvolvimento de métodos baseados na 
espectrometria de massa para identificar e caracterizar de forma inequívoca os compostos 
alergénicos nestas matrizes (Monaci e Visconti, 2009). 
 Embora não seja um método “oficial” para identificar ou quantificar alergénios, a 
espectrometria de massa permite caracterizar a composição natural dos alimentos, 
nomeadamente as proteínas e daí a sua utilização e importância na caraterização de proteínas 
alergénicas (Turnipseed, 2006; Monaci e Visconti, 2012). Estes métodos podem ter como alvo 
o próprio alergénio, ou seja a proteína em si, mas também marcadores que indicam a presença 
de alimentos com estas características (Monaci e Visconti, 2009). 
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 Devido à elevada sensibilidade e especificidade destes métodos, os mesmos 
possibilitam detectar quantidades vestigiais de proteínas e tornam a identificação independente 
da estrutura dos alergénios (Cajka et al., 2009; Tolin et al., 2012a). De acordo com Johnson e 
colaboradores (2011), os métodos que se baseiam na espectrometria de massa permitem a 
detecção de múltiplos alergénios numa única análise, contudo requerem pessoal treinado para 
executar as análises e comparativamente com outros métodos existentes são ensaios caros. 
Para além das vantagens anteriormente mencionadas, Dass (2007a) salienta o facto de a 
espectrometria de massa se poder aplicar a todos os elementos e a todos os tipos de 
amostras, desde líquidas a sólidas ou a gasosas, voláteis ou não voláteis, polares ou não. 
Outra mais-valia desta técnica é a sua possível combinação com dispositivos de separação de 
alta resolução (Dass, 2007a). 
 De acordo com Dass (2007a), as medições efectuadas pela espectrometria de massa 
lidam com iões pois contrariamente às espécies denominadas neutras, facilmente se manuseia 
o movimento e a direcção dos iões experimentalmente e se detecta os mesmos. A 
espectrometria de massa resume-se à formação de iões, separação destes tendo como base 
as diferenças existentes na razão massa/carga e detecção do número de iões para cada valor 
desta razão (Turnipseed, 2006). Segundo Dass (2007a), os passos de ionização e de 
separação ocorrem sob condições de vácuo elevado para possibilitar que os iões se movam 
livremente no espaço sem colidirem ou interagirem com outras espécies, de modo a que os 
resultados finais não sejam influenciados de forma negativa. O resultado destes passos 
manifesta-se como um espectro de massa que é interpretado para se obter o peso molecular 
ou a informação estrutural (Smith e Thakur, 2010). 
 Antes da etapa de ionização a análise de proteínas e de péptidos pode requerer um 
passo de separação (purificação), sendo os métodos mais utilizados para este propósito a 
electroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE), a electroforese capilar (CE) e 
a cromatografia líquida (LC) (Monaci e Visconti, 2009). 
 A técnica 2D-PAGE foi desenvolvida por O’Farrel nos anos setenta. Esta técnica de 
separação compreende duas etapas principais denominadas primeira e segunda dimensão e 
ambas ocorrem em gel de poliacrilamida. No primeiro caso, as proteínas são resolvidas de 
acordo com o seu ponto isoeléctrico e separadas num gradiente de pH. Na segunda dimensão, 
a separação proteica ocorre através do peso molecular das proteínas mediante a utilização de 
dodecilsulfato de sódio. (Magdeldin et al., 2012). De acordo com Monaci e Visconti (2009), este 
método apresenta bons resultados na separação de proteínas de massa molecular semelhante 
e em amostras complexas. Não obstante, é um método moroso e trabalhoso e apresenta 
limitações para alguns tipos de proteínas, nomeadamente proteínas alcalinas e hidrofóbicas. 
 Owusu-Apenten (2006) afirma que a electroforese capilar é uma técnica recente na 
análise proteica, sendo que as proteínas são separadas dentro de um tubo capilar de diâmetro 
reduzido. Esta separação ocorre num campo eléctrico e tem como base a carga ou a dimensão 
das proteínas (Smith, 2010). De acordo García-Ruiz e Marina (2009) a separação por esta 
técnica tem como base dois fenómenos electrocinéticos, a electroforese e a electroosmose. O 
53 
 
primeiro é definido como a migração de iões sob influência de um campo eléctrico (Xu, 1996). 
Já a electroosmose é o movimento de um líquido no interior de um tubo capilar mediante 
aplicação de um campo eléctrico, produzindo um fluxo electroosmótico (García-Ruiz e Marina, 
2009). Esta técnica apresenta inúmeras vantagens como o seu baixo custo relativamente à 
electroforese convencional e cromatografias, é rápida e utiliza poucas amostras e poucos 
reagentes (Xu, 1996). 
 De acordo com a IUPAC (2012), por cromatografia entende-se um método físico de 
separação, na qual os componentes alvo de separação são distribuídos entre duas fases, 
sendo uma estacionária e a outra móvel, esta última movendo-se numa direcção definida. 
Siouffi (2006) indica que de uma forma geral os solutos a separar são injectados na coluna de 
separação onde ocorre partição entre e fase móvel e a fase estacionária. Os solutos ao fluírem 
para fora da coluna eluem, sendo monitorizados por um detector. 
 Relativamente à cromatografia líquida, as técnicas existentes têm em comum a fase 
móvel líquida, podendo a fase estacionária ser líquida ou sólida (Ismail e Nielsen, 2010). 
Segundo os mesmos autores, o sistema cromatográfico de eleição para separar, identificar e 
quantificar o analito pretendido depende das características físico-químicas desse analito e da 
instrumentação disponível, sendo que se podem destacar a cromatografia de adsorção, a 
cromatografia de partição, a cromatografia de troca iónica, a cromatografia de exclusão de 
tamanho e a cromatografia de afinidade. De acordo com Dass (2007b), a fase estacionária na 
cromatografia de adsorção é constituída por uma elevada área de superfície sólida adsorvente 
e os solutos adsorvem fisicamente nesta fase e a fase móvel líquida contraria essa adsorção. 
Na cromatografia de partição, segundo o mesmo autor, os solutos são distribuídos entre uma 
fase móvel líquida e uma fase estacionária líquida. Na cromatografia de troca iónica, para 
soluções iónicas, ocorre uma competição pelos iões do soluto entre os sítios iónicos 
imobilizados na fase estacionária e a fase móvel líquida (Dass, 2007b). O autor afirma que a 
cromatografia de exclusão de tamanho é utilizada como o nome indica para separar os solutos 
tendo como base o tamanho dos mesmos. Nesta cromatografia a fase estacionária é uma 
matriz polimérica com poros de diferentes dimensões. Na mesma, o que separa os solutos é a 
capacidade destes de penetrar na matriz, sendo que os solutos de pequenas dimensões 
possuem uma maior taxa de penetração (Dass, 2007b). Por último, a cromatografia de 
afinidade consiste, de acordo com Ismail e Nielsen (2010), na interacção específica e reversível 
entre uma molécula de soluto e um ligando imobilizado na fase estacionária. 
 Uma vez que estas técnicas de separação cromatográfica são relativamente rápidas e 
permitem separar, com bons resultados, proteínas de baixo peso molecular de proteínas de 
alto peso molecular, mas também proteínas básicas de ácidas, a sua utilização na análise 
proteica de alimentos alergénicos tem sido feita em larga escala (Monaci e Visconti, 2009). 
Os dois métodos de ionização de proteínas/péptidos mais utilizados hoje em dia são a 
ionização por electrospray (ESI) e a ionização / desorção a laser assistida por matriz (MALDI) 
(Chen, 2008). 
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 A primeira técnica foi descrita, em 1985, por Fenn e pelos seus colaboradores (Forner 
et al., 2007). Nesta, o efluente da cromatografia líquida é pulverizado para um campo eléctrico 
de elevada voltagem, a pressão atmosférica, podendo a pulverização ser assistida por azoto 
gasoso (Turnipseed, 2006). Segundo a mesma autora, o procedimento referido anteriormente 
vai dar origem a um fluxo de gotículas carregadas que vão ficando progressivamente mais 
pequenas à medida que vão acelerando em direcção a esse campo. As partículas carregadas 
na solução são injectadas à medida que as gotículas evaporam ou são libertadas pela 
explosão das mesmas (Turnipseed, 2006). Esta explosão denomina-se “Explosão de Coulomb” 
e deve-se ao facto de a tensão de superfície das gotículas não conseguir sustentar a carga das 
mesmas, provocando esta explosão e a consequente desintegração das gotículas (Cajka et al., 
2009). As moléculas ionizadas podem ser recolhidas e aceleradas por meio de orifícios de 
pequenas dimensões para uma região de vácuo elevado do aparelho para serem separadas e 
posteriormente detectadas (Turnipseed, 2006). De acordo com Chen (2008), as vantagens 
deste método, para além da sua sensibilidade, prendem-se com a reprodutibilidade e com a 
elevada flexibilidade do mesmo, que permite o anexo a diferentes tipos de espectrómetros de 
massa. Uma desvantagem é a elevada quantidade de amostra que necessita (Chen, 2008). 
 A desorção é entendida como o fenómeno de retirar substâcias absorvidas e 
adsorvidas por outras substâncias (Cunha et al., 2006). A ionização / desorção a laser assistida 
por matriz foi, de acordo com Dass (2007c), desenvolvida praticamente de forma simultânea 
por dois grupos de investigadores, Tanaka e os seus colaboradores (no Japão) e Karas e 
Hillenkamp (na Alemanha). Segundo o mesmo autor, o desenvolvimento da MALDI 
proporcionou a oportunidade de aplicar a espectrometria de massas a proteínas e outras 
biomoléculas de massa superior a 200 kDa (Dass, 2007c). 
 À amostra a analisar é adicionado um solvente que contém um composto da matriz 
(ácido orgânico) que é altamente absorvente de luz ultravioleta, sendo que esta mistura é seca 
antes do início da análise para que seja removido o solvente líquido (Cajka et al., 2009). Após 
evaporação do solvente, os cristais remanescentes da mistura amostra/matriz são irradiados 
com um feixe de laser (Dass, 2007c). A matriz absorve a energia proveniente do laser 
transferindo a mesma para o analito acidificado ao passo que o rápido aquecimento provocado 
pelo laser induz a desorção da matriz e os iões do analito para a fase gasosa (Yates et al., 
2009). Este aquecimento evapora as moléculas da matriz para que na fase gasosa se 
encontrem apenas os iões do analito livres, que vão ser extraídos a posteriori para o 
espectrómetro de massas (Cajka et al., 2009). De acordo com Monaci e Visconti (2009), as 
vantagens desta técnica estão relacionadas com a rapidez das análises e com a anteriormente 
referida superior gama de massas dos analitos. Trauger e colaboradores (2002) apontam ainda 
para a elevada sensibilidade desta técnica e para a tolerância da mesma relativamente a 
amostras heterogénicas. 
 Como supracitado, os alergénios alimentares são normalmente proteínas e as mesmas 
podem ser identificadas por duas estratégias distintas: Top Down e Bottom Up (Monaci e 
Visconti, 2009). 
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 O conceito Top Down foi popularizado por McLafferty e colaboradores (Reid e 
McLuckey, 2002). Nesta abordagem, as proteínas são ionizadas de forma inteira por ESI, 
sendo que esses iões são submetidos à espectrometria de massa em tandem (MS/MS) (Reid e 
McLuckey, 2002). De acordo com Hoffmann (1996), a MS/MS emprega dois níveis de análise 
de massas com a finalidade de examinar de forma selectiva a fragmentação de um conjunto de 
iões de entre uma mistura de iões. A MS/MS teve origem nos anos sessenta e tem visto o seu 
uso crescer exponencialmente (Dass, 2007d). Segundo o autor, esta técnica destaca-se pela 
identificação de compostos presentes em misturas complexas, elucidação das vias de 
fragmentação e da estrutura de compostos desconhecidos. A combinação de técnicas 
maioritariamente utilizada no Top Down é a LC-ESI-MS/MS (Monaci e Visconti, 2012). Como 
desvantagens desta abordagem, Chen (2008) afirma que as proteínas de grandes dimensões 
não são facilmente analisadas de forma rotineira e que apenas podem ser usadas proteínas 
com elevado grau de purificação. 
 Na segunda abordagem, Bottom Up, as misturas proteicas complexas são sujeitas a 
uma clivagem por parte de uma enzima proteolítica, a tripsina, e os péptidos resultantes são 
analisados por espectrometria de massa (Chen, 2008). De acordo com Thiede e associados 
(2005), a tripsina é a enzima mais utilizada por não ser muito dispendiosa e por dar origem a 
péptidos com cerca de oito a dez aminoácidos, ideais para a espectrometria de massa. Após 
esta digestão ocorre a análise dos péptidos obtidos, sendo que para a identificação proteica, as 
massas obtidas são comparadas com os dados de massas teóricos presentes em bases de 
dados (Thiede et al., 2005). Nesta abordagem, o analisador de massas mais usualmente 
utilizado é o denominado “Tempo de Vôo” (Time of Flight) sendo a combinação mais comum a 
MALDI-TOF-MS (Monaci e Visconti, 2012). De acordo com Lewis e colaboradores (2000), as 
análises efectuadas com este tipo de analisador baseiam-se na aceleração de um conjunto de 
iões para um detector, sendo que a todos os iões é dada a mesma quantidade energética. 
Devido ao facto de terem a mesma quantidade de energia mas diferente massa, os iões 
alcançam o detector em tempos diferentes. Logicamente, os iões com massa superior 
demoram mais a chegar ao detector e os iões de pequenas dimensões são mais rápidos. Os 
autores alegam ainda que a chegada dos iões ao detector está intimamente relacionada com a 
massa, energia cinética e cargas dos iões (Lewis et al., 2000). Relativamente à abordagem 
Bottom Up, Chen (2008) refere ainda que a grande desvantagem da mesma é o facto de 
apenas uma percentagem diminuta dos péptidos totais de uma dada proteína serem 
identificados. 
 Embora o “Tempo de Vôo” seja o analisador de massa mais comum, existem outros 
amplamente conhecidos como são os casos do “Quadropole”, “Ion Trap”, “Orbitrap” e do 
analisador de massa com “Transformada de Fourier” e os mesmos podem ser combinados 
originando analisadores de massa híbridos (Forner et al., 2007). 
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4.6 Métodos de Determinação / Quantificação de SO2 
 
 Por serem compostos de natureza diferente relativamente a outros alergénios, os 
sulfitos possuem métodos de análise substancialmente diferentes dos referidos anteriormente. 
De acordo com Ismail e colaboradores (2010), dos métodos de análise de sulfitos existentes, 
não existe um que meça, de forma isolada, todas as formas de sulfito presentes nos alimentos, 
isto é, sulfitos livres mais as inúmeras formas de sulfito ligadas aos diferentes constituintes, 
como fenóis, aldeídos e outros compostos orgânicos. Assim, o método mais utilizado para 
determinar o teor de SO2 total em vinhos corresponde à proposta de Monier-Williams e o mais 
utilizado para a medição de SO2 livre é o indicado por Ripper (Ismail et al., 2010). Não obstante 
podem ser usados também métodos cromatográficos ou enzimáticos, entre outros (Ismail et al., 
2010; Monro et al., 2012). 
 
 
4.6.1 Método de Monier-Williams 
 
 Como referido, o método quantitativo tradicionalmente utilizado para a medição de SO2 
total em vinhos é o método de Monier-Williams. Neste ensaio, a amostra de vinho é acidificada 
mediante a utilização de ácido clorídrico promovendo a conversão do sulfito a dióxido de 
enxofre. A amostra é então arrastada por azoto para uma solução de peróxido de hidrogénio, 
ocorrendo a oxidação do dióxido de enxofre para ácido sulfúrico (H2SO4). O ácido sulfúrico 
formado é determinado, a posteriori, mediante titulação deste com uma solução de hidróxido de 
sódio (Monro et al., 2012; Ismail et al., 2010). 
 
 
4.6.2 Método de Ripper 
  
 O método de Ripper, que de uma forma geral consiste numa titulação da amostra de 
vinho com iodo, recorrendo ao amido como indicador, é também largamente conhecido na 
indústria de vinhos, sendo utlizado para medição do SO2 livre (Ismail et al., 2010). É um 
método com um procedimento relativamente simples, pouco dispendioso e menos moroso que 
o método anterior. É no entanto menos preciso que o método de Monier-Williams (Eisenman, 
sem data; Monro et al., 2012). 
 Na execução desta técnica, à amostra de vinho a analisar é adicionado uma solução de 
amido e ácido sulfúrico. A solução de amido é utilizada para indicar o ponto final da titulação 
uma vez que, com a adição de iodo a esta solução é produzida uma cor púrpura escura. Já o 
ácido sulfúrico é adicionado para diminuir o pH da amostra de vinho, para que somente o SO2 
seja oxidado pelo iodo (Eisenman, sem data; Vanderlinde e Benedet, 1995). Como indicado 
pela reacção seguinte, quando ocorre contacto da solução de iodo com o SO2 e a água 
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presentes na amostra de vinho, origina-se ácido sulfúrico e iodeto de hidrogénio até que todo o 
iodo seja consumido. 
 
SO2 + I2 + 2H2O ===> H2SO4 + 2HI 
 
 No decorrer da titulação e após várias repetições deste processo de adição de iodo, 
todo o dióxido de enxofre da amostra irá desaparecer, sobejando apenas uma porção residual 
de iodo na amostra de vinho. Desta forma, esse iodo existente na amostra sob análise vai 
reagir com o amido, o que originará a referida cor escura indicativa do final da titulação, fruto 
de o iodo ficar aprisionado nas cadeias helicoidais da amilose (Eisenman, sem data; Fonseca, 
2013). Após todo este processo a quantidade de dióxido de enxofre livre é calculada com base 
na quantidade total de iodo utilizada na titulação (Eisenman, sem data). De acordo com a 
autora, uma outra desvantagem desta técnica é o facto de alguma porção do iodo utilizado ser 
consumido pelos compostos fenólicos presentes na constituição de vinhos tintos, o que pode 
dar origem a erros no resultado final do ensaio. Para além disso, nos ensaios em vinhos tintos 
é menos perceptível a alteração de cor para púrpura, indicativa do ponto final da titulação.  
 
 
Figura 4.3 - Alteração da cor no vinho branco indicativa do final da titulação  
(Fonte: http//gencowinemakers.com). 
 
Figura 4.4 - Alteração da cor no vinho tinto indicativa do final da titulação  
(Fonte: http//gencowinemakers.com). 
 
4.6.3 Método de Ripper Modificado 
 
 Pretendendo-se eliminar a interferência dos compostos fenólicos aquando da 
determinação de SO2 livre em vinhos tintos, pode utilizar-se o método de Ripper Modificado. 
 Quando se adiciona dióxido de enxofre ao vinho, este composto em contacto com a 
água do vinho forma ácido sulfuroso, que se ioniza dando a origem ao ião hidrogénio e ao ião 
58 
 
bissulfito. Este último, ao ser ionizado, produz outro ião hidrogénio e um ião sulfito. Já o sulfito 
ao reagir com peróxido de hidrogénio forma sulfato mais água e é nesta reacção que se baseia 
o método de Ripper Modificado, que prevê que o peróxido de hidrogénio remove todo o SO2 
livre da amostra (Eisenman, sem data). Assim e de acordo com a mesma autora, numa 
primeira etapa todo o SO2 livre é quantificado utilizando o método de Ripper padrão, isto é, a 
interacção dos compostos fenólicos com o iodo também é contabilizada. Numa segunda fase 
uma segunda amostra é tratada com peróxido de hidrogénio, sendo apenas medidos os 
resultados da interacção compostos fenólicos-iodo. O último passo deste método passa por 
subtrair os resultados na segunda medição à primeira, eliminando-se assim os erros 
associados a este ponto (Eisenman, sem data). 
 
 
4.7 Parâmetros Analíticos da Empresa José Maria da Fonseca 
4.7.1 Albumina, Caseína e Lisozima 
 
 Uma vez que a JMF adquire vinhos a terceiros, é importante o controlo dos parâmetros 
analíticos desses vinhos, pois cada produtor possui as suas práticas de fabrico, podendo 
utilizar técnicas e procedimentos distintos das utilizadas pela JMF. Nesse sentido, são 
realizadas análises aos vinhos comprados a produtores externos, mas também aos vinhos da 
JMF, que possuam parte dessas matérias-primas na sua constituição. A tabela seguinte é 
referente aos resultados obtidos por um laboratório acreditado, mediante LC-MS, na qual foram 
analisados três vinhos distintos da colheita de 2012, o Periquita Branco, e dois vinhos 
comprados a fornecedores, um branco e um rosé. 
 
Tabela 4.1 - Resultados de análises a alergénios (Fonte: JMF 2013, comunicação pessoal de 
Laboratório de Química). 
Tipo de Vinho Origem Caseína (mg L-1) Albumina (mg L-1) Lisozima (mg L-1) 
Periquita Branco 12 JMF ˂ 0,25 ˂ 0,25  ˂ 0,25  
Vinho Rosé 12 Externa ˂ 0,25  ˂ 0,25  ˂ 0,25  
Vinho Branco 12 Externa ˂ 0,25  ˂ 0,25  ˂ 0,25  
  
 Analisando os resultados obtidos é possível verificar que todos os dados se encontram 
abaixo do limite de detecção estipulado pela OIV (Copaland e Torbitt, 2012). Estes resultados 
são explicados pelo facto de a JMF não utilizar qualquer um destes auxiliares tecnológicos na 
elaboração dos seus vinhos, optando pelo recurso a bentonites, um tipo de argilas bastante 
utilizadas para efeitos de colagem, no período de pós-fermentação dos vinhos (CEN ou PAL), e 
imediatamente após recepção dos vinhos comprados (PAL), existindo posteriormente uma 
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etapa de filtração. Os ensaios após a utilização de bentonites passam por verificar a 
estabilidade proteica dos vinhos ao calor, colocando-se as amostras de vinho numa estufa a 
60ºC durante 12 horas, período após o qual essas amostras são colocadas a 0ªC, durante 
aproximadamente 5 minutos. Qualquer amostra que se apresente turva ou com depósito é 
rejeitada. 
 O processo produtivo da JMF encontra-se esquematizado de forma sucinta na figura 
seguinte, estando identificados os pontos no processo em que há adição de bentonites, assim 
como os pontos de controlo, pelo teste referido. 
 Pode ainda afirmar-se que os fornecedores a quem o vinho é comprado também não 
utilizam agentes de colagem de origem animal, ou a fazê-lo, as quantidades utilizadas são de 
tal forma baixas, ou os processos de retirar estes agentes são tão eficazes ao ponto de não 
serem detectados pelos métodos utilizados. Perante estes resultados, e tendo presente que 
para ser obrigatória a indicação destes alergénios na rotulagem, os resultados teriam que ser 
iguais ou superiores a 0,25 mg L
-1
, é justificada a ausência desta indicação nos rótulos da JMF. 
 
 
Figura 4.5 - Fluxograma geral da empresa com destaque para a utilização de bentonites e 
controlo do processo (Adaptado de JMF 2012, comunicação pessoal da Qualidade). CEN-Centro 
de Vinificação; PAL-Produção e Armazenamento de Lotes; RAC-Refrigeração e Acabamento de Vinhos; 
ENG-Linhas de Engarrafamento; APA-Armazém de Produto Acabado. 
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 Para equacionar a possibilidade destes compostos alergénicos desencadearem 
reacções adversas em indivíduos susceptíveis, nas quantidades em que são encontrados nos 
vinhos destinados aos consumidores finais, vários estudos foram desenvolvidos por diversos 
investigadores. 
 O’Hehir e Stockley (2006) realizaram um ensaio clínico em dupla ocultação controlado 
por placebo, em cinco pacientes com alergia a ovos e um com alergia a leite, utilizando vinhos 
comerciais australianos elaborados com e sem recurso a estes agentes. A razão de estar 
presente apenas um indivíduo alérgico ao leite deve-se ao facto de os pacientes serem todos 
adultos e esta alergia ser rara para os mesmos. Para além destes pacientes também foi 
designado um grupo de controlo em que nenhum indivíduo possuía qualquer alergia alimentar. 
Os autores verificaram que não houve nenhuma reacção adversa por parte dos pacientes, 
tendo apenas dois pacientes demonstrado reacções ligeiras. O indivíduo alérgico ao leite sentiu 
um nó na garganta e alguma comichão e o indivíduo com alergia alimentar aos ovos teve um 
episódio de asma, contudo verificou-se que a mesma tinha episódios frequentes podendo ter 
sido desencadeada por estímulos não específicos. Este estudo foi bastante condicionado pelo 
reduzido número de pacientes com as alergias alimentares pretendidas. 
 Vassilopoulou e os seus colaboradores (2011) desenvolveram um estudo que englobou 
testes cutâneos por picada e um questionário da frequência do consumo de vinho que, para 
além de alergia a ovos e leite incluía alergia a peixe. 
 Os vinhos utilizados no estudo foram elaborados para o efeito tendo sido utilizadas 
quantidades idênticas de caseína e albumina comparativamente a vinhos disponíveis no 
mercado. Excepção feita foi a utilização de um vinho de controlo para a caseína (sem este 
alergénio), de um vinho de controlo para a albumina e de um vinho com quantidades bastantes 
elevadas de caseína (1000 mg L
-1
). Dos indivíduos que participaram no estudo, onze eram 
alérgicos a leite, sete alérgicos a ovos e o grupo de controlo era composto por oito indivíduos 
alérgicos a outros alimentos e cinco não possuíam qualquer alergia alimentar. 
 Após a realização dos testes cutâneos por picada verificou-se que não existiu qualquer 
reacção no grupo de controlo. Relativamente aos onze indivíduos alérgicos ao leite, em 91% 
dos casos ocorreu uma reacção alérgica a pelo menos um vinho que continha caseína, sendo 
importante referir que quanto maior a quantidade de caseína, maior a proporção de pacientes 
com reacções. Já o vinho de controlo para a caseína não registou nenhuma reacção por parte 
dos pacientes. Relativamente aos pacientes com alergia aos ovos, apenas um em cada sete 
teve um resultado positivo no teste, isto é, apenas um sofreu uma reacção com o vinho que 
continha albumina. Para o vinho de controlo para este alergénio não se registou qualquer 
reacção. 
 Relativamente ao questionário de frequência de consumo de vinho, este foi realizado a 
cinquenta e três adultos, distribuídos por indivíduos gregos, islandeses e espanhóis, todos 
diagnosticados para uma de três alergias alimentares, a peixe, leite e ovos. Os resultados 
demonstraram que quarenta e sete destes pacientes com alergias alimentares consomem 
vinho sem problema com a frequência de uma a duas vezes por semana, com uma média de 
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dois copos de vinho por cada vez. Apenas dois pacientes com alergia a ovos e dois com 
alergia a peixe tiveram pequenas queixas, potencialmente associadas com alergia após 
consumo de vinho, tendo as reacções adversas sido comichão nos quatro casos, nariz 
entupido ou corrimento nasal num caso, tosse e dor de cabeça, ambos num caso também. Um 
dado importante deste questionário é o de uma pessoa alérgica a peixe, com história de 
anafilaxia atribuída a cerveja que foi tratada por colagem com ictiocola, consumia quatro copos 
de vinho, três vezes por semana sem qualquer problema. Os autores concluíram que as 
evidências existentes indicam um risco muito baixo para os consumidores sensibilizados 
aquando da ingestão de vinhos tratados com alergénios. 
 Kirschner e os seus colaboradores (2009) também conduziram um estudo para 
determinar se as quantidades vestigiais de alergénios presentes nos vinhos podem provocar 
reacções adversas em pacientes sensibilizados. Para isso efectuaram um ensaio clínico em 
dupla ocultação controlado por placebo em cinco pacientes adultos alérgicos a ovos, e cinco 
alérgicos a leite mediante utilização de vinhos alemães tratados com doses elevadas destes 
agentes de colagem, até cinco vezes mais, sendo filtrados posteriormente. Para além disto, os 
investigadores demonstraram o potencial alergénico das proteínas caseína, albumina e 
lisozima, individualmente, pelo teste cutâneo por picada. 
 Os testes realizados mediante a utilização de albumina em várias diluições deram 
positivo para os cinco pacientes alérgicos a ovos. Para a lisozima os investigadores obtiveram 
quatro testes positivos em cinco. O mesmo resultado, quatro positivos em cinco pessoas 
alérgicas a leite foi também conseguido para a caseína. Já os testes cutâneos por picada 
mediante utilização dos vinhos tratados e vinhos não tratados revelaram algumas reacções 
positivas. Contudo, por este teste não foi demonstrada nenhuma reacção específica a estes 
agentes presentes nos vinhos já que os indivíduos em estudo eram atópicos, isto é, com 
predisposição hereditária para determinadas reacções alérgicas, podendo outros compostos 
presentes nos vinhos ter desencadeado as reacções positivas que se observaram. 
 Relativamente ao ensaio clínico em dupla ocultação controlado por placebo e apesar 
dos resultados obtidos pelo teste cutâneo por picada, nenhum paciente demonstrou qualquer 
reacção clínica tanto aos vinhos tratados com estes alergénios como aos vinhos não tratados, 
sendo o somatório das quantidades de vinho ingeridas ao longo do teste de 200 mL para as 
mulheres e 300 mL para os homens. Kirschner e os seus colaboradores concluem o seu 
estudo referindo que o risco de reacções alérgicas desencadeadas pelas quantidades 
vestigiais de auxiliares tecnológicos presentes nos vinhos, após filtração dos mesmos, parece 
ser insignificante. 
 Se os vinhos forem elaborados segundo as boas práticas de fabrico e se forem 
utilizados processos para remover os compostos alergénicos utilizados na colagem, por 
exemplo com bentonite, que adsorve as proteínas carregadas de forma positiva, podendo as 
mesmas ser removidas por filtração, as quantidades vestigiais destes auxiliares tecnológicos 
presentes nos vinhos vão estar na ordem dos ng L
-1
 ou µg L
-1
 (Stockley, 2009; Weber et al., 
2007). Estas quantidades são 100 a 1000 vezes inferiores às quantidades necessárias destes 
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compostos para desencadear reacções alérgicas, observadas em vários estudos clínicos 
(Stockley, 2009). 
 Segundo a mesma fonte, um estudo desenvolvido na Austrália demonstrou que não se 
verificaram quantidades residuais de proteínas em vinhos australianos brancos e tintos após 
colagem com derivados de ovos ou leite. Este estudo, à semelhança de outros desenvolvidos 
na Alemanha, França e Itália, de acordo com Stockley (2009), demonstrou ainda que os 
indivíduos com alergias alimentares a ovos e leite não sofreram qualquer reacção significativa 
ou adversa que requeresse qualquer tipo de tratamento após o consumo de vinho tratado 
mediante o processo de colagem com os alergénios referidos. A informação referente a este 
estudo é escassa, não havendo a indicação de diversos factores como o número de pessoas 
em estudo ou as quantidades de agentes de colagem utilizados, entre outros, pelo que as 
conclusões do mesmo são limitadas. 
 De acordo com dados da EFSA (2007a) referentes a um ensaio clínico em dupla 
ocultação controlado por placebo desenvolvido na Alemanha e em França, na qual 
participaram seis pacientes do sexo feminino com história clínica de alergia alimentar ao leite 
comprovada pelo teste cutâneo por picada, cinco alemãs e uma francesa, não foram registadas 
reacções adversas após ingestão de 200 mL de um vinho branco alemão, alvo de colagem de 
forma experimental com 300 mg L
-1
 de caseína, nem após consumo de 200 mL de um vinho 
branco francês alvo do mesmo procedimento mas com uma quantidade de caseína de 500 mg 
L
-1
. Este estudo é no entanto bastante limitado pelo baixo número de pessoas com alergia 
alimentar ao leite envolvidas no mesmo, ficando demonstrado mais uma vez que esta alergia é 
rara nos adultos. 
 Num estudo realizado por Weber e colaboradores (2007), com o intuito de investigar o 
potencial alergénico de vinhos tratados mediante colagem com proteínas alergénicas, quatro 
vinhos brancos alemães foram analisados por ELISA: Riesling Mosel, Riesling Rheingau, Pinot 
Blanc Pfalz e Pinot Gris Baden. Nesse sentido, relativamente aos agentes de colagem foram 
utilizadas três amostras de ictiocola de diferentes origens geográficas e produtores, duas 
amostras de caseinato de potássio de fabricantes diferentes e uma amostra de clara de ovo 
desidratada. Foi também utilizada uma amostra de lisozima. Para cada um dos quatro vinhos, 
cada uma destas sete amostras foi utilizada duas vezes, numa dose dentro de um intervalo de 
valores recomendada pelos produtores, e em doses excessivas, que poderiam em alguns 
casos ser superiores cinco vezes à dose referida. Após análise os resultados não 
demonstraram quantidades dos referidos agentes (ictiocola, caseinato de potássio e clara de 
ovo desidratada) nas amostras doseadas de acordo com informação dos produtores. Para 
qualquer amostra de ictiocola e de caseinato de potássio, ambos em excesso, os dados 
obtidos revelaram-se também inferiores aos limites de detecção estipulados. Nas quatro 
amostras de vinhos em que foram utilizadas quantidades cinco vezes superiores às 
recomendadas de clara de ovo desidratada, apenas uma apresentou resultados positivos, ou 
seja, valor superior ao limite de detecção. De acordo com os autores do estudo, estes 
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resultados demonstram que os agentes de colagem são praticamente removidos durante o 
processo produtivo do vinho ou são praticamente insolúveis e removidos por filtração. 
 Neste contexto, Weber e os seus colaboradores (2007) fazem referência ao papel dos 
taninos, que se ligam às proteínas levando à precipitação das mesmas e ao tratamento por 
bentonite. Mais ainda, como justificação para os resultados obtidos com as amostras de 
caseinato de potássio terem sido negativos, os autores referem a particularidade de a caseína 
ser insolúvel no pH do vinho. Assim, como a clara de ovo desidratada e a lisozima possuem 
uma boa solubilidade no vinho, apenas estas apresentaram resultados positivos. Os resultados 
para a lisozima foram positivos para todos os vinhos e para todas as dosagens, excepto para 
uma amostra, como se pode verificar na tabela seguinte. 
 
Tabela 4.2 - Resultados obtidos por Weber et al., 2007. 
Alergénio Dose 
Riesling 
Mosel 
(mg L-1) 
Riesling 
Rheingau 
(mg L-1) 
Pinot 
Blanc 
(mg L-1) 
Pinot Gris 
(mg L-1) 
LOD (mg L-1) 
Ictiocola 1 
50 mL ND ND ND ND 
0,05 
250 mL ND ND ND ND 
Ictiocola 2 
50 mL ND ND ND ND 
0,28 
250 mL ND ND ND ND 
Ictiocola 3 
50 mL ND ND ND ND 
0,22 
250 mL ND ND ND ND 
Caseinato Pot. 1 
6 g ND ND ND ND 
0,33 
30 g ND ND ND ND 
Caseinato Pot. 2 
6 g ND ND ND ND 
0,1 
30 g ND ND ND ND 
Lisozima 
25 g 0,01 0,01 0,01 0,01 
0,001 
50 g 0,01 ND 0,01 0,06 
Clara de Ovo Des. 
4 g ND ND ND ND 
0,02 
20 g ND 0,2 ND ND 
 
 
 Os autores deste estudo afirmam que, dado o conhecimento geral de que a lisozima é 
uma proteína alergénica importante da clara de ovo e uma vez que o limite para desencadear 
reacções alérgicas por parte dos produtos derivados da clara de ovo em indivíduos sensíveis é 
muito baixo (1-2 mg), não se pode excluir a possibilidade de ocorrência destas reacções após a 
ingestão de vinhos que tenham sido alvo de tratamento com lisozima ou com clara de ovo 
desidratada. Tendo como exemplo o trabalho desenvolvido por Morisset e colaboradores 
(2003), em que as doses mais baixas de clara de ovo em bruto dadas a pacientes sensíveis 
foram na ordem das 2 mg, o que equivale a 0,007 mg de lisozima e a 0,24 mg de clara de ovo 
desidratada neste estudo, Weber e os seus colaboradores (2007) alegam que para que 
houvesse probabilidade de ocorrer reacções alérgicas nesses pacientes, teriam que ser 
consumidos cerca de 0,1 a 0,7 litros de vinho tratado com lisozima e aproximadamente 1,2 
litros de Riesling Rheingau tratado com clara de ovo desidratada. 
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 Fazendo ainda referência ao estudo de Morisset e colaboradores de 2003, Weber e os 
colaboradores (2007) afirmam que, uma vez que apenas 5,6% das pessoas sensíveis sofreu 
de reacção após ingestão de uma dose igual ou inferior a 15% de clara de ovo em bruto, para 
que esta reacção se desse após ingestão de vinho teriam que ser consumidos 1 a 5,5 litros de 
vinho tratados com lisozima e cerca de 9 litros de vinho tratado com clara de ovo desidratada. 
Mais ainda, os autores afirmam que o consumo diário de vinho na Comunidade Europeia se 
situa entre 200-700 mL no caso dos homens e entre 100 e 500 mL no caso das mulheres, 
muito abaixo da quantidade Riesling Rheingau tratado com clara de ovo desidratada passível 
de provocar reações. Para além disto, há que referir que a dose de clara de ovo utilizada para 
tratar o vinho correspondia a cinco vezes a quantidade dita normal que é utilizada, e esta 
utilização excessiva de agente de colagem não só encareceria o vinho, mas também afectava 
a sua cor e o sabor. Como tal, se forem seguidas as boas práticas de fabrico na elaboração 
deste vinho, é pouco provável o desencadear de reacções adversas, fruto da utilização de clara 
de ovo desidratada. 
 Relativamente à utilização de lisozima, as quantidades de vinho indicativas de poder 
desencadear reacções alérgicas vão de encontro à gama de valores correspondentes ao 
consumo diário moderado de vinho. Se por um lado foram detectados valores de lisozima nos 
vinhos tratados com 500 mg L
-1
 de lisozima, também é verdade que as amostras com 250 mg 
L
-1
 também se revelaram positivas. Contudo, há que salientar que 500 mg L
-1
 são os valores 
máximos permitidos de lisozima em vigor na Comunidade Europeia, o que poderá ser 
problemático. Os autores afirmam que são necessários mais estudos que vão de encontro a 
esta problemática, nomeadamente com um número de amostras mais alargado, assim como o 
desenvolvimento e validação de análises de rotina, adequadas à indústria que auxiliem na 
implementação da segurança alimentar, factor relevante para os produtores e indispensável 
para os consumidores  
 Neste último estudo referido (Weber et al., 2007), os vinhos foram alvo de análise por 
técnicas ELISA, em concordância com a maioria dos estudos presentes na literatura. Estes 
métodos são os mais utilizados pelos investigadores pois como referido no decorrer deste 
trabalho apresentam vantagens relativamente a outros métodos disponíveis, são simples, 
rápidos e apresentam boa sensibilidade. Contudo, podem também apresentar algumas 
limitações como os compostos interferentes na matriz a analisar. Por forma a superar essas e 
outras limitações têm sido desenvolvidos métodos para análise de vinhos baseados na 
espectrometria de massas podendo ser destacados dois trabalhos recentes de Tolin e 
colaboradores (2012a,b). 
 No primeiro estudo de Tolin e colaboradores (2012a) foi utilizada uma preparação 
comercial de clara de ovo denominada Albuclar como auxiliar tecnológico. Foram analisados 
dois vinhos, um vinho tinto comercial, de acordo com o produtor, alvo de colagem aquando da 
sua produção, e um vinho tinto monocasta Merlot da colheita de 2009, tratado para os efeitos 
do estudo. 
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 As quantidades de Albuclar utilizadas para cada vinho foram (em mg L
-1
) 50, 100, 150, 
500, 1500, 2500 e 3000. O padrão proteico deste composto alergénico foi analisado por SDS-
PAGE e os resultados obtidos demonstraram a presença de albumina, lisozima, conalbumina e 
ovomocóide, reconhecidas proteínas alergénicas. Foram efectuadas análises por Dot-blotting, 
utilizando um anticorpo policlonal contra a clara de ovo. Os autores verificaram que as 
proteínas residuais foram detectadas apenas no vinho experimental (Merlot) e exclusivamente 
para doses de Albuclar de 500 mg L
-1
 e superiores. Por outro lado, no vinho que o produtor 
afirmava ter sido alvo de colagem por recurso a clara de ovo aquando da sua produção, não foi 
possível detectar a presença de proteínas de ovo por esta técnica, o que indica que este vinho 
possui uma quantidade residual de proteínas de ovo abaixo do detectável por esta técnica 
imunoquímica. Tal facto sugere que esta técnica analítica poderá não ser adequada para a 
detecção de quantidades residuais de proteínas de ovos em vinhos. 
 Finalmente, a análise às proteínas do vinho Merlot tratado com 50 mg L
-1
 de agente de 
colagem efectuada por LC-MS/MS identificou várias proteínas. A albumina, a lisozima, a 
conalbumina e a ovomucóide foram facilmente detectadas devido à presença de um número 
considerável de péptidos e uma boa cobertura de sequência. Para além destas e de outras 
proteínas da clara de ovo, foram ainda detectadas proteínas de uvas, de bactérias e de 
leveduras. 
 Na figura 4.6A encontra-se representado o cromatograma da amostra proteica do vinho 
tinto alvo de tratamento com 50 mg L
-1
 de Albuclar. A figura 4.6B representa os cromatogramas 
de três péptidos representativos das proteínas da clara de ovo utilizada, albumina, lisozima e 
conalbumina ou ovotransferrina, correspondentes às amostras tratadas com 50 e 100 mg L
-1
 de 
Albuclar. A figura 4.6C demonstra o espectro de massa em tandem de um ião peptídico 
resultante da albumina, detectado no vinho tratado com 50 mg L
-1
 de albuclar. 
 
Figura 4.6 - Resultados obtidos por Tolin et al., 2012a. 
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 Foi ainda feita a análise por LC-MS/MS às proteínas do vinho tinto comercial em que se 
verificou a existência de quatro péptidos referentes à albumina. Estes dados confirmam a 
possibilidade de se detectar a presença de quantidades vestigiais de proteínas da clara de ovo 
num vinho comercial que a técnica imunológica não detectou. Os autores indicam que para 
analisar se um vinho produzido num processo “desconhecido” contém quantidades vestigiais 
de alergénios por métodos imunológicos é necessário realizar as análises imunológicas usando 
um número elevado de diferentes anticorpos específicos para cada alergénio que poderá ter 
sido usado como agente de colagem. Pelo contrário, pelo método utilizado uma amostra 
“desconhecida” pode ser analisada directamente para a presença de vestígios de proteínas 
alergénicas ou péptidos, permitindo identificá-los. 
 Os investigadores analisaram ainda uma amostra de vinho tinto experimental alvo de 
tratamento mediante colagem com 500 mg L
-1
 de Albuclar, sendo depois tratado com 500 mg L 
-1
 de bentonite e filtrado. O objectivo passava por determinar se os vinhos tratados com este 
absorvente apresentavam quantidades residuais de proteínas de ovo. Com o recurso à LC-
MS/MS, Tolin e os seus colaboradores verificaram que os resultados que obtiveram foram 
bastante semelhantes aos resultados obtidos com uma amostra de vinho não tratada com 
bentonite, concluindo que o tratamento com bentonite, nas quantidades utilizadas, parece não 
eliminar as quantidades vestigiais de proteínas de ovo em vinhos previamente tratados. 
 No segundo estudo referido (Tolin et al., 2012b), foram analisadas vinte e cinco 
amostras de vinhos comerciais, produzidos em Itália, de diferentes marcas e possuindo 
diferentes características (vinho espumante, vinho seco, doce, entre outros). Do total das vinte 
e cinco amostras alvo de análise, doze vinhos eram vinhos tintos, doze vinhos brancos e um 
vinho era rosé. Esta análise tinha como objectivo a monitorização da presença de quantidades 
vestigiais de agentes de colagem passíveis de provocar reacções alérgicas, como são os 
casos das proteínas do leite e dos ovos. Após análise proteica de cada amostra de vinho por 
LC-MS/MS, foram identificadas proteínas de uvas, de bactérias, de leveduras e de bolores, 
comuns a todas as amostras. As proteínas correspondentes ao leite e ovos foram identificadas 
em oito amostras pela detecção de péptidos correspondentes às mesmas. Mais 
especificamente, a albumina foi encontrada em todas as oito amostras que se revelaram 
positivas. A conalbumina do ovo foi encontrada em duas dessas oito amostras e a lisozima em 
três dessas amostras. Ainda dentro desse grupo positivo, numa amostra foi detectada a α-
caseína e em duas amostras detectou-se a β-caseína. Perante os resultados obtidos, os 
autores do estudo afirmam que a abordagem escolhida é indicada para analisar todos os tipos 
de vinho, sejam tintos, rosés ou brancos. Aponte-se ainda que Tolin e os seus colaboradores 
(2012b) tomam como exemplo que, à excepção da lisozima identificada no vinho rosé por um 
péptido, todas as outras proteínas alergénicas identificadas tiveram como base a detecção de 
dois ou mais péptidos, demonstrando o elevado nível de confiança do ensaio. A figura 4.7A 
representa o cromatograma dos iões peptídicos resultantes da lisozima, albumina, α-caseína e 
β-caseína, identificados na análise ao vinho rosé. Na figura 4.7B consta o espectro de massa 
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em tandem de um ião peptídico decorrente da albumina. Na figura 4.7C encontra-se o espectro 
de massa em tandem decorrente de um ião peptídico decorrente da β-caseína. 
 
Figura 4.7 - Resultados obtidos por Tolin et al., 2012b. 
 Sem qualquer informação acerca de quais foram os agentes de colagem utilizados na 
elaboração dos vinhos alvo de ensaio, assim como sem qualquer informação relativa a 
quantidades utilizadas, os autores do estudo conseguiram identificar de forma inequívoca as 
proteínas presentes nos produtos destinados ao consumidor final. De acordo com os mesmos 
autores, a escolha da quantidade de vinho utilizada em cada amostra (50 mL) recaiu no facto 
de este ensaio ter sido feito à escala laboratorial e esta quantidade ser de fácil manuseio. 
Contudo, os autores afirmam que utilizando quantidades superiores de vinho os resultados 
seriam ainda melhores. 
 Tolin e os seus colaboradores (2012b) referem ainda que os resultados que obtiveram 
são importantes face às recentes publicações da EFSA (2011a; 2011c) relativas a alguns 
estudos em que foi analisada a presença de albumina e de caseína em vinhos. Relativamente 
à albumina, não foram detectadas quantidades vestigiais desta proteína num estudo italiano 
em que foram analisados setenta e sete vinhos (quarenta e dois vinhos italianos, vinte vinhos 
franceses, onze vinhos australianos, dois vinhos neozelandeses e dois espanhóis) utilizando 
três métodos distintos: ELISA, SDS-PAGE e Immunoblotting (EFSA, 2011c). Em relação à 
caseína, também não foram detectadas quantidades residuais desta proteína num outro estudo 
italiano que envolveu sessenta e três vinhos repartidos em cinquenta e nove vinhos brancos, 
dois vinhos tintos e dois vinhos rosés. Também neste estudo as técnicas analíticas analisadas 
foram: ELISA, SDS-PAGE e Immunoblotting (EFSA, 2011a). Em qualquer um destes 
documentos da EFSA fica patente que os métodos de detecção utilizados, assim como os 
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dados que se obtiveram não permitem alterar a conclusão de que o consumo de vinho pode 
provocar reacções alérgicas nos consumidores, uma vez que os estudos não forneceram 
informação suficiente acerca das quantidades residuais de caseína e albumina. Daí a 
necessidade de novas técnicas analíticas com um nível de confiança superior relativamente 
aos resultados obtidos. 
 Neste trabalho de Tolin e colaboradores (2012b), assim como no anterior (Tolin et al., 
2012a), a quantificação dos resíduos de alergénios detectados não foi realizada pois o 
objectivo dos mesmos passava somente pela intenção de fornecer evidências científicas de 
que as proteínas alergénicas estavam presentes nos vinhos que se encontravam no mercado à 
disposição dos consumidores e como tal não pode ser excluído o risco para a população mais 
sensível. 
 
4.7.2 Dióxido de Enxofre e Sulfitos 
 
 A adição de SO2 durante o processo de produção de vinhos pode ocorrer em várias 
fases desse processo. Na JMF existem fases da vinificação em que o SO2 é sempre 
adicionado, sendo a primeira fase aquando da recepção das uvas e descarga das mesmas nos 
tegões, e a segunda fase na aprovação de cubas no RAC, em que é feita a correcção aos 
teores de SO2 presentes nos vinhos sempre que se justifique, antes do seu engarrafamento. 
 No primeiro caso, a adição de anidrido sulfuroso às uvas é fundamental, uma vez que 
vai retardar o arranque da fermentação alcoólica durante o esmagamento das uvas, evitando 
ainda que o mosto oxide. Para além destas, o SO2 pode ser adicionado durante a fermentação 
alcoólica caso se verifique a existência de microrganismos que convertam o álcool em ácido 
acético, aumentando assim a acidez volátil dos vinhos, originando o sabor avinagrado 
característico. Também noutras etapas, por exemplo de tratamento dos vinhos, se um vinho 
apresentar elevados teores de açúcar e baixa graduação alcoólica, o SO2 pode ser adicionado 
para evitar oxidações e evitar novas fermentações. Um outro exemplo verifica-se na 
armazenagem dos vinhos, que pode corresponder a períodos alargados de tempo. Caso se 
verifique nestas etapas que os valores de SO2 total se encontram bastantes elevados pode 
ocorrer dessulfitação. 
 Após adição de SO2 são realizadas análises químicas aos produtos alvo dessa adição. 
Relativamente às análises efectuadas, as mais importantes do ponto de vista da qualidade dos 
produtos finais e da segurança alimentar para os consumidores consistem nas análises de 
aprovação de cubas, como referido anteriormente, e nas análises aos produtos acabados, isto 
é, após engarrafamento. A fase em que é feita a correcção de anidrido sulfuroso é a última fase 
em que este composto é adicionado, tendo os vinhos que apresentar valores de SO2 total 
concordantes com a legislação em vigor. Esta correcção pode passar, por exemplo, pela 
divisão do volume de duas cubas do mesmo lote. Se uma cuba apresentar valores de SO2 total 
superiores aos permitidos por lei, pode juntar-se metade desse volume com metade de outra 
cuba com valores inferiores por forma a equilibrar os valores finais.  
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Tabela 4.3 - Resultados das análises ao SO2 livre e total (Adaptado de JMF 2012, comunicação 
pessoal de Laboratório de Química). 
Aprovação de Cubas para 
Enchimento (RAC) 2012 
Produto Acabado (PA) 2012 
Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês 
LRN 42 154 Jan LRN 42 150 Jan 
PER 40 115 Jan PER 37 115 Jan 
PER 45 109 Jan PER 39 106 Jan 
PER 40 109 Jan PER 38 109 Jan 
PER 44 106 Jan PER 36 102 Jan 
MOT 44 141 Jan MOT 29 122 Jan 
PRV 44 128 Jan PRV 21 122 Jan 
MOT 50 134 Jan MOT 38 128 Jan 
PRV 50 131 Jan PRV 35 122 Jan 
PER 41 112 Jan PER 38 109 Jan 
LBN 60 166 Jan LBN 60 166 Jan 
LRN 60 150 Jan LRN 42 150 Jan 
PRV 50 141 Jan PRV 38 134 Jan 
PRV 50 134 Jan PRV 46 128 Jan 
PRV 47 134 Jan PRV 28 128 Jan 
PAT 41 106 Jan PAT 29 96 Jan 
TAT 60 115 Jan TAT 46 96 Jan 
PRV 45 115 Jan PRV 27 109 Jan 
TAT 46 96 Jan TAT 45 90 Jan 
LBT 46 157 Jan LBT 33 141 Jan 
LRN 42 144 Jan LRN 33 134 Jan 
LRN 44 154 Jan LRN 33 141 Jan 
PER 40 138 Jan PER 29 134 Jan 
PER 40 128 Jan PER 26 125 Jan 
PER 45 141 Jan PER 31 134 Jan 
PER 46 150 Jan PER 33 147 Jan 
LRN 42 141 Jan LRN 38 141 Jan 
PER 46 150 Jan PER 33 144 Jan 
PER 44 147 Jan PER 27 141 Jan 
HUB 58 122 Jan HUB 45 122 Jan 
MOT 50 125 Jan MOT 38 122 Jan 
PER 42 150 Jan PER 28 141 Jan 
LRN 51 144 Jan LRN 38 141 Jan 
PRV 44 147 Jan PRV 35 128 Jan 
LRN 45 141 Jan LRN 32 134 Jan 
PRV 46 131 Fev PRV 27 128 Fev 
LRE 58 224 Fev LRE 41 218 Fev 
LRN 54 195 Fev LRN 36 190 Fev 
LRN 76 157 Fev LRN 70 154 Fev 
PRV 43 134 Fev PRV 39 134 Fev 
LRN 41 192 Fev LRN 38 192 Fev 
PER 40 150 Fev PER 36 150 Fev 
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Tabela 4.3 (cont.1) - Resultados das análises ao SO2 livre e total (Adaptado de JMF 2012, 
comunicação pessoal de Laboratório de Química). 
Aprovação de Cubas para Enchimento 
(RAC) 2012 
Produto Acabado (PA) 2012 
Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês 
LRN 40 195 Fev LRN 33 192 Fev 
PRV 42 138 Fev PRV 28 122 Fev 
LRN 49 200 Fev LRN 38 187 Fev 
CAT 36 109 Fev CAT 26 99 Fev 
LRN 47 200 Fev LRN 36 186 Fev 
CAT 37 125 Fev CAT 24 112 Fev 
PRV 38 141 Fev PRV 23 134 Fev 
LRN 38 147 Fev LRN 28 138 Fev 
LRN 40 147 Fev LRN 37 134 Fev 
PRV 45 147 Fev PRV 42 138 Fev 
LRN 42 141 Fev LRN 40 141 Fev 
LRN 45 138 Fev LRN 42 134 Fev 
LBN 60 134 Fev LBN 52 134 Fev 
PRV 44 134 Fev PRV 35 128 Fev 
LRN 65 141 Fev LRN 42 131 Fev 
LRN 41 134 Fev LRN 40 134 Fev 
LBN 56 166 Fev LBN 50 160 Fev 
PRV 42 138 Fev PRV 34 138 Fev 
LRN 42 138 Fev LRN 40 138 Fev 
PRV 40 138 Fev PRV 36 134 Fev 
PRV 42 141 Fev PRV 38 138 Fev 
LRN 42 147 Mar LRN 40 128 Mar 
LRN 49 141 Mar LRN 44 134 Mar 
MOT 46 128 Mar MOT 37 109 Mar 
LRN 46 134 Mar LRN 44 134 Mar 
LRN 42 122 Mar LRN 41 122 Mar 
PER 49 134 Mar PER 41 125 Mar 
MOT 42 102 Mar MOT 36 96 Mar 
LRN 42 128 Mar LRN 41 128 Mar 
LRN 44 134 Mar LRN 38 134 Mar 
PRV 41 128 Mar PRV 29 122 Mar 
PER 42 150 Mar PER 41 147 Mar 
PER 44 128 Mar PER 41 122 Mar 
LRN 46 134 Mar LRN 44 134 Mar 
PER 47 134 Mar PER 41 125 Mar 
LRN 47 134 Mar LRN 41 134 Mar 
PRV 41 122 Mar PRV 38 112 Mar 
JPB 42 134 Mar JPB 27 128 Mar 
PER 44 115 Mar PER 38 112 Mar 
PRV 40 125 Mar PRV 29 125 Mar 
PER 44 134 Mar PER 38 134 Mar 
JPB 44 141 Mar JPB 40 141 Mar 
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Tabela 4.3 (cont.2) - Resultados das análises ao SO2 livre e total (Adaptado de JMF 2012, 
comunicação pessoal de Laboratório de Química). 
Aprovação de Cubas para 
Enchimento (RAC) 2012 
Produto Acabado (PA) 2012 
Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês 
JPB 43 134 Mar JPB 38 134 Mar 
LBN 65 163 Mar LBN 52 160 Mar 
JPB 52 147 Mar JPB 45 144 Mar 
LRN 42 138 Mar LRN 52 160 Mar 
LRN 44 125 Mar LRN 24 115 Mar 
PER 45 125 Mar PER 32 112 Mar 
PEB 55 131 Mar PEB 54 128 Mar 
TVV 60 128 Mar TVV 54 122 Mar 
PER 42 128 Mar PER 35 125 Mar 
PEB 50 122 Mar PEB 47 122 Mar 
TVV 60 128 Mar TVV 56 128 Mar 
PER 42 128 Mar PER 42 128 Mar 
PER 41 134 Mar PER 40 131 Mar 
LRN 50 141 Mar LRN 38 141 Mar 
LRN 64 154 Mar LRN 46 141 Mar 
PER 41 134 Mar PER 38 134 Mar 
LRE 51 147 Mar LRE 35 147 Mar 
LRN 68 134 Mar LRN 38 128 Mar 
LRN 70 147 Mar LRN 47 141 Mar 
PRV 45 138 Mar PRV 35 128 Mar 
LRN 65 147 Mar LRN 40 141 Mar 
PRV 43 131 Mar PRV 33 125 Mar 
PRV 41 122 Mar PRV 33 118 Mar 
MCS 60 198 Abr MCS 46 198 Abr 
PER 45 141 Abr PER 40 134 Abr 
LRN 79 186 Abr LRN 67 186 Abr 
LBN 72 179 Abr LBN 64 173 Abr 
PER 42 128 Abr PER 40 128 Abr 
LBT 49 112 Abr LBT 27 96 Abr 
VBP 55 128 Abr VBP 45 122 Abr 
LRN 68 141 Abr LRN 44 128 Abr 
LRN 64 160 Abr LRN 54 160 Abr 
LRN 64 166 Abr LRN 51 160 Abr 
BSE 52 134 Abr BSE 42 131 Abr 
LBN 77 176 Abr LBN 59 173 Abr 
LRN 64 176 Abr LRN 52 173 Abr 
LRN 65 186 Abr LRN 54 173 Abr 
BSE 55 134 Abr BSE 45 134 Abr 
HUT 43 93 Abr HUT 38 93 Abr 
BSE 51 134 Abr BSE 43 131 Abr 
LRN 64 176 Abr LRN 63 173 Abr 
BSE 58 147 Abr BSE 54 144 Abr 
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Tabela 4.3 (cont.3) - Resultados das análises ao SO2 livre e total (Adaptado de JMF 2012, 
comunicação pessoal de Laboratório de Química). 
Aprovação de Cubas para Enchimento 
(RAC) 2012 
Produto Acabado (PA) 2012 
Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês 
LRN 66 173 Abr LRN 52 170 Abr 
LRN 69 179 Abr LRN 63 176 Abr 
LRN 74 186 Abr LRN 60 179 Abr 
PER 44 134 Abr PER 33 128 Abr 
PER 44 144 Abr PER 38 134 Abr 
ALB 49 115 Abr ALB 40 109 Abr 
LRN 64 173 Abr LRN 60 170 Abr 
LRN 68 189 Abr LRN 56 182 Abr 
PRV 42 128 Abr PRV 37 115 Abr 
ALB 49 115 Abr ALB 45 115 Abr 
ALB 50 128 Abr ALB 47 128 Abr 
PRV 45 128 Abr PRV 40 128 Abr 
ALB 50 115 Abr ALB 39 109 Abr 
PRV 44 122 Abr PRV 29 118 Abr 
LRN 70 186 Abr LRN 60 173 Abr 
ALB 50 122 Abr ALB 44 122 Abr 
ALB 50 122 Abr ALB 46 122 Abr 
PER 42 134 Abr PER 40 134 Abr 
LBN 65 166 Abr LBN 54 163 Abr 
PER 42 141 Abr PER 37 138 Abr 
PER 37 134 Abr PER 34 134 Abr 
MOT 44 102 Mai MOT 31 102 Mai 
PRV 45 150 Mai PRV 44 150 Mai 
PER 32 134 Mai PER 26 122 Mai 
LRN 63 166 Mai LRN 51 160 Mai 
LRN 65 179 Mai LRN 54 160 Mai 
PRV 46 147 Mai PRV 35 141 Mai 
JMT 40 96 Mai JMT 39 86 Mai 
JMT 37 99 Mai JMT 36 90 Mai 
LRN 62 160 Mai LRN 54 160 Mai 
PER 42 122 Mai PER 41 122 Mai 
PER 45 128 Mai PER 38 122 Mai 
LRN 70 173 Mai LRN 58 170 Mai 
MOB 55 115 Mai MOB 47 102 Mai 
MOB 56 115 Mai MOB 50 109 Mai 
LRE 38 157 Mai LRE 33 147 Mai 
PER 40 131 Mai PER 39 131 Mai 
LRN 60 170 Mai LRN 58 166 Mai 
PRO 50 134 Mai PRO 36 125 Mai 
PER 40 141 Mai PER 32 138 Mai 
PER 38 134 Mai PER 29 122 Mai 
LRN 58 173 Mai LRN 45 154 Mai 
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Tabela 4.3 (cont.4) - Resultados das análises ao SO2 livre e total (Adaptado de JMF 2012, 
comunicação pessoal de Laboratório de Química). 
Aprovação de Cubas para Enchimento 
(RAC) 2012 
Produto Acabado (PA) 2012 
Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês 
PER 36 138 Mai PER 31 134 Mai 
LBE 52 166 Mai LBE 46 154 Mai 
LBN 58 150 Mai LBN 50 147 Mai 
LRN 60 173 Mai LRN 50 150 Mai 
PRV 38 128 Mai PRV 29 122 Mai 
PRV 41 134 Mai PRV 31 128 Mai 
LRN 57 176 Mai LRN 48 166 Mai 
MCS 40 122 Mai MCS 20 115 Mai 
PRV 35 122 Mai PRV 28 115 Mai 
LRN 62 173 Mai LRN 42 166 Mai 
LRN 65 166 Mai LRN 44 160 Mai 
PRV 40 128 Mai PRV 31 122 Mai 
LRN 61 173 Mai LRN 41 160 Mai 
PRV 37 134 Mai PRV 30 122 Mai 
PRV 46 147 Mai PRV 32 122 Mai 
LRN 59 186 Mai LRN 42 170 Mai 
PER 41 134 Mai PER 35 134 Mai 
PER 41 128 Mai PER 32 122 Mai 
DST SYR 32 58 Mai DST SYR 27 54 Mai 
LRE 51 198 Mai LRE 49 198 Mai 
LRN 56 189 Jun LRN 51 176 Jun 
PER 35 96 Jun PER 31 90 Jun 
PER 38 115 Jun PER 18 102 Jun 
LBN 58 141 Jun LBN 49 131 Jun 
LBT 43 140 Jun LBT 28 125 Jun 
LBN 61 141 Jun LBN 51 138 Jun 
LRN 58 186 Jun LRN 39 156 Jun 
PEB 56 118 Jun PEB 54 115 Jun 
MOT 35 83 Jun MOT 27 77 Jun 
PER 35 109 Jun PER 24 90 Jun 
LBN 64 176 Jun LBN 58 166 Jun 
PER 35 118 Jun PER 31 99 Jun 
BSE 52 147 Jun BSE 47 147 Jun 
LRN 55 186 Jun LRN 55 179 Jun 
BSE 51 141 Jun BSE 47 141 Jun 
LRN 55 192 Jun LRN 50 192 Jun 
BSE 52 141 Jun BSE 47 134 Jun 
LRN 61 192 Jun LRN 58 192 Jun 
PER 41 134 Jun PER 33 134 Jun 
LRN 75 211 Jun LRN 64 198 Jun 
LRN 70 200 Jun LRN 58 192 Jun 
PER 35 122 Jun PER 33 118 Jun 
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Tabela 4.3 (cont.5) - Resultados das análises ao SO2 livre e total (Adaptado de JMF 2012, 
comunicação pessoal de Laboratório de Química). 
Aprovação de Cubas para Enchimento 
(RAC) 2012 
Produto Acabado (PA) 2012 
Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês 
PER 35 115 Jun PER 29 115 Jun 
LRN 60 198 Jun LRN 54 195 Jun 
JPB 45 122 Jun JPB 31 118 Jun 
JPB 40 125 Jun JPB 32 122 Jun 
JPB 40 128 Jun JPB 34 125 Jun 
PER 33 106 Jun PER 24 93 Jun 
PER 37 122 Jun PER 33 118 Jun 
PER 34 115 Jun PER 31 109 Jun 
JPB 40 131 Jun JPB 34 128 Jun 
PER 43 134 Jun PER 33 128 Jun 
PER 43 125 Jun PER 32 122 Jun 
PER 36 128 Jun PER 34 122 Jun 
LRN 72 198 Jun LRN 51 192 Jun 
PRV 38 122 Jun PRV 24 109 Jun 
PRV 41 131 Jun PRV 31 115 Jun 
PRV 45 141 Jun PRV 32 131 Jun 
PRV 45 141 Jun PRV 41 128 Jun 
LRN 52 173 Jul LRN 37 157 Jul 
BSE 58 147 Jul BSE 43 131 Jul 
PRV 42 122 Jul PRV 29 112 Jul 
LRN 59 176 Jul LRN 38 160 Jul 
BSE 50 138 Jul BSE 38 122 Jul 
PRV 38 115 Jul PRV 28 112 Jul 
PRV 39 125 Jul PRV 29 118 Jul 
PRV 41 128 Jul PRV 31 118 Jul 
LRN 43 160 Jul LRN 38 157 Jul 
HUB 54 128 Jul HUB 45 125 Jul 
PRV 42 115 Jul PRV 33 112 Jul 
PRV 42 128 Jul PRV 29 122 Jul 
ALB 49 141 Jul ALB 45 134 Jul 
LRN 51 166 Jul LRN 35 157 Jul 
LRN 53 179 Jul LRN 38 160 Jul 
LRN 58 198 Jul LRN 42 170 Jul 
ALB 46 141 Jul ALB 45 134 Jul 
LRN 56 182 Jul LRN 50 182 Jul 
ALB 50 134 Jul ALB 47 134 Jul 
PRV 47 128 Jul PRV 32 128 Jul 
ALB 43 128 Jul ALB 42 128 Jul 
LRN 40 166 Jul LRN 38 154 Jul 
ALB 50 141 Jul ALB 41 134 Jul 
LBN 51 166 Jul LBN 47 157 Jul 
PRV 46 122 Jul PRV 33 109 Jul 
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Tabela 4.3 (cont.6) - Resultados das análises ao SO2 livre e total (Adaptado de JMF 2012, 
comunicação pessoal de Laboratório de Química). 
Aprovação de Cubas para Enchimento 
(RAC) 2012 
Produto Acabado (PA) 2012 
Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês 
PRV 44 134 Jul PRV 35 125 Jul 
TAB 41 134 Jul TAB 39 128 Jul 
PRV 40 118 Jul PRV 36 122 Jul 
PRV 45 131 Jul PRV 38 122 Jul 
JPB 49 141 Jul JPB 49 141 Jul 
JPB 50 141 Jul JPB 49 141 Jul 
PRO 51 147 Jul PRO 36 136 Jul 
PRV 40 122 Jul PRV 36 122 Jul 
LRN 49 190 Jul LRN 47 166 Jul 
PRV 46 134 Jul PRV 34 122 Jul 
JPB 49 141 Jul JPB 49 141 Jul 
TVV 51 122 Jul TVV 47 122 Jul 
TVV 51 122 Jul TVV 49 122 Jul 
PRV 50 138 Jul PRV 43 134 Jul 
LRN 51 192 Jul LRN 50 192 Jul 
TVV 58 141 Jul TVV 51 122 Jul 
LRN 40 157 Jul LRN 28 150 Jul 
LRN 40 179 Jul LRN 40 179 Jul 
MOT 40 109 Jul MOT 32 64 Jul 
MOT 45 77 Jul MOT 40 70 Jul 
PER 44 150 Jul PER 39 150 Jul 
PER 41 144 Jul PER 36 141 Jul 
PER 38 147 Jul PER 38 141 Jul 
LRE 58 173 Jul LRE 32 160 Jul 
PER 41 150 Jul PER 40 150 Jul 
PER 45 150 Jul PER 37 147 Jul 
PER 42 147 Jul PER 34 141 Jul 
LBN 64 192 Jul LBN 55 173 Jul 
LBN 40 166 Jul LBN 35 157 Jul 
LBN 55 180 Jul LBN 54 173 Jul 
PER 41 150 Jul PER 38 144 Jul 
PER 47 150 Jul PER 46 150 Jul 
PER 44 141 Jul PER 41 134 Jul 
LRN 46 179 Ago LRN 45 179 Ago 
LRN 41 173 Ago LRN 40 160 Ago 
LRN 50 179 Ago LRN 41 179 Ago 
PER 45 150 Ago PER 37 141 Ago 
PER 40 141 Ago PER 33 128 Ago 
PER 46 150 Ago PER 35 147 Ago 
LRN 46 186 Ago LRN 40 166 Ago 
MCS 49 154 Ago MCS 29 147 Ago 
MCS 51 122 Ago MCS 18 122 Ago 
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Tabela 4.3 (cont.7) - Resultados das análises ao SO2 livre e total (Adaptado de JMF 2012, 
comunicação pessoal de Laboratório de Química). 
Aprovação de Cubas para Enchimento 
(RAC) 2012 
Produto Acabado (PA) 2012 
Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês 
MOT 42 102 Set MOT 42 102 Set 
LRN 56 198 Set LRN 56 198 Set 
LRN 44 179 Set LRN 40 179 Set 
LBN 50 179 Set LBN 49 160 Set 
LRN 44 186 Set LRN 38 160 Set 
DOT 36 70 Set DOT 29 64 Set 
LRN 41 173 Set LRN 37 170 Set 
LRN 42 166 Set LRN 38 160 Set 
LBE 51 179 Set LBE 37 179 Set 
MCS 60 198 Set MCS 36 186 Set 
MCS 60 166 Set MCS 41 166 Set 
TVV 40 138 Set TVV 37 134 Set 
TVV 61 160 Set TVV 56 157 Set 
TVV 45 147 Set TVV 42 141 Set 
TAT 52 122 Set TAT 46 102 Set 
MCS 48 179 Set MCS 32 144 Set 
PER 31 150 Set PER 22 141 Set 
LRN 51 182 Set LRN 32 154 Set 
LBN 50 160 Set LBN 42 154 Set 
PER 29 147 Set PER 22 141 Set 
LRN 50 160 Set LRN 33 154 Set 
LRN 45 179 Set LRN 38 160 Set 
MCS 42 176 Set MCS 38 160 Set 
MOT 45 102 Set MOT 37 99 Set 
LRN 47 166 Set LRN 38 160 Set 
TAT 49 83 Out TAT 37 74 Out 
PER 30 150 Out PER 24 134 Out 
LRN 45 147 Out LRN 33 140 Out 
PER 32 147 Out PER 26 141 Out 
LRN 49 182 Out LRN 31 154 Out 
LRN 54 179 Out LRN 32 163 Out 
LRN 55 190 Out LRN 42 189 Out 
PER 38 150 Out PER 29 141 Out 
PRV 40 122 Out PRV 28 115 Out 
PRV 44 122 Out PRV 36 120 Out 
JMT 40 77 Out JMT 34 122 Out 
PRV 40 112 Out PRV 35 107 Out 
JMT 38 64 Out JMT 32 93 Out 
DNT 45 96 Out DNT 32 86 Out 
PER 36 150 Out PER 28 150 Out 
DNT 46 90 Out DNT 32 90 Out 
DNT 47 83 Out DNT 31 83 Out 
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Tabela 4.3 (cont.8) - Resultados das análises ao SO2 livre e total (Adaptado de JMF 2012, 
comunicação pessoal de Laboratório de Química). 
Aprovação de Cubas para Enchimento 
(RAC) 2012 
Produto Acabado (PA) 2012 
Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês 
ALB 47 128 Out ALB 38 122 Out 
ALB 44 125 Out ALB 38 115 Out 
LRN 59 193 Out LRN 40 186 Out 
ALB 41 115 Out ALB 36 115 Out 
ALB 86 128 Out ALB 41 122 Out 
LRN 47 170 Out LRN 45 166 Out 
JMB 54 102 Out JMB 47 83 Out 
LRE 46 122 Out LRE 31 119 Out 
PRV 40 134 Out PRV 29 122 Out 
PRV 40 157 Out PRV 28 128 Out 
LBN 50 157 Out LBN 46 154 Out 
LRN 36 141 Out LRN 31 134 Out 
PRV 40 128 Out PRV 29 128 Out 
PRV 40 147 Out PRV 35 147 Out 
PER 35 150 Out PER 32 150 Out 
PRV 40 144 Out PRV 27 128 Out 
PER 35 141 Nov PER 24 128 Nov 
PER 37 141 Nov PER 24 128 Nov 
TAT 55 86 Nov TAT 44 81 Nov 
LRF 40 166 Nov LRF 40 141 Nov 
LRF 40 160 Nov LRF 40 128 Nov 
LRF 43 154 Nov LRF 42 138 Nov 
PRV 45 128 Nov PRV 31 115 Nov 
PER 40 141 Nov PER 29 118 Nov 
PER 40 138 Nov PER 27 131 Nov 
LRN 42 147 Nov LRN 41 128 Nov 
PER 38 128 Nov PER 31 125 Nov 
LRN 45 154 Nov LRN 43 141 Nov 
LRN 44 147 Nov LRN 43 138 Nov 
LRN 39 138 Nov LRN 39 128 Nov 
PRV 36 118 Nov PRV 33 118 Nov 
PRV 40 122 Nov PRV 31 122 Nov 
PER 41 138 Nov PER 31 127 Nov 
PRV 38 109 Nov PRV 27 102 Nov 
PRV 43 128 Nov PRV 32 109 Nov 
PRV 37 128 Nov PRV 28 122 Nov 
LRN 40 154 Nov LRN 38 134 Nov 
LRN 45 160 Nov LRN 42 141 Nov 
PRV 44 134 Nov PRV 32 122 Nov 
PRV 41 118 Nov PRV 27 102 Nov 
LRN 60 141 Nov LRN 47 121 Nov 
LRN 50 134 Nov LRN 45 115 Nov 
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Tabela 4.3 (cont.9) - Resultados das análises ao SO2 livre e total (Adaptado de JMF 2012, 
comunicação pessoal de Laboratório de Química). 
Aprovação de Cubas para Enchimento 
(RAC) 2012 
Produto Acabado (PA) 2012 
Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês Vinho 
SO2 Livre 
mg L-1 
SO2 Total 
mg L-1 
Mês 
LBN 52 166 Nov LBN 45 150 Nov 
MCS 56 134 Nov MCS 22 130 Nov 
MCS 60 125 Nov MCS 38 118 Nov 
LRN 63 134 Nov LRN 54 122 Nov 
LRN 64 134 Nov LRN 52 119 Nov 
JSO 38 64 Dez JSO 27 61 Dez 
PRV 45 112 Dez PRV 28 109 Dez 
PEB 59 128 Dez PEB 51 128 Dez 
LRN 66 141 Dez LRN 56 138 Dez 
PEB 50 122 Dez PEB 45 115 Dez 
PRV 41 122 Dez PRV 29 122 Dez 
PEB 50 122 Dez PEB 45 122 Dez 
PRV 40 115 Dez PRV 26 109 Dez 
PER 36 150 Dez PER 32 146 Dez 
MOT 36 77 Dez MOT 32 70 Dez 
LRN 60 141 Dez LRN 56 140 Dez 
JSO 38 70 Dez JSO 31 70 Dez 
JSO 36 58 Dez JSO 28 56 Dez 
DRX 41 112 Dez DRX 6 98 Dez 
BSE 58 106 Dez BSE 38 90 Dez 
LRN 40 128 Dez LRN 40 115 Dez 
MCS 40 198 Dez MCS 9 109 Dez 
PRV 44 115 Dez PRV 27 111 Dez 
JMT 45 83 Dez JMT 40 81 Dez 
BSE 44 96 Dez BSE 36 96 Dez 
CBS 42 90 Dez CBS 34 83 Dez 
JMT 46 96 Dez JMT 40 93 Dez 
PER 32 90 Dez PER 31 85 Dez 
JPB 46 106 Dez JPB 37 102 Dez 
JPB 49 109 Dez JPB 38 109 Dez 
JPB 47 109 Dez JPB 40 109 Dez 
JPB 50 150 Dez JPB 42 115 Dez 
JPB 42 99 Dez JPB 32 95 Dez 
DVR 42 86 Dez DVR 32 83 Dez 
Legenda: ALB-Albis; BSE-Branco Seco Especial, CAT-Camarate Tinto; CBS-Camarate Branco Seco, 
DNT-Domini Tinto, DOT-Domingos Tinto; DRX-Moscatel Roxo; DST SYR-Syrah, DVR-Verdelho; HUB-
Hurtigruten Branco; HUT-Hurtigurten Tinto; JMB-JMF Branco; JMT-JMF Tinto; JPB-João Pires Branco; 
JSO-José de Sousa; LBT-Lancers Bruto; LBE-Lancers Branco Free; LBN-Lancers Branco; Lancers Rosé 
Free; LRN/LRF-Lancers Rosé; MCS-Moscatel de Setúbal; MOB-Montado Branco; MOT-Montado Tinto; 
PAT-Pasmados Tinto; PEB-Periquita Branco; Periquita Tinto; PRO-Periquita Rosé; PRV-Periquita 
Reserva; TAB-Terras Altas Branco; TAT-Terras Altas Tinto; TVV-Twin Vines; VBP-Vynia Branco. 
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Tabela 4.4 - Relação entre cores, tipos de vinhos e quantidade de SO2 total, da tabela 4.2. 
Cor Tipo de Vinho SO2 Total (mg L-1) 
  Vinhos tintos com ˂ 5 g L-1 de teor em açúcares ≤ 150 
  
Vinhos brancos e rosés com ˂ 5 g L-1  de teor em 
açúcares 
≤ 200 
  Vinhos tintos com ≥ 5 g L-1 de teor em açúcares ≤ 200  
  Vinhos brancos e rosés com ≥ 5 g L-1 de teor em açúcares ≤ 250  
  Vinhos espumantes de qualidade ≤ 185  
  Vinhos licorosos com ≥ 5 g L-1 de teor em açúcares ≤ 200  
 
 A tabela 4.3 representa os valores de todos os vinhos da JMF engarrafados no ano 
2012, sendo referente aos resultados das análises na aprovação de cubas e aos valores de 
SO2 total desses mesmos vinhos após o engarrafamento, ou seja, no produto final que vai para 
os consumidores. Após análise cuidada da mesma, pode constatar-se que todos os valores de 
SO2 total das análises das aprovações de cubas se encontram dentro dos limites estabelecidos 
na legislação. Mais ainda, os valores de SO2 total analisado aos produtos acabados também 
estão correctos, sendo iguais nalguns casos, mas na sua grande maioria inferiores aos 
primeiros. Estes dados vão de encontro ao esperado pois a partir do momento em que os 
vinhos nas cubas são aprovados pela enologia e vão para as linhas de engarrafamento, não há 
qualquer adição de SO2, sendo natural alguma perda do mesmo. Estes dois pontos de análise 
são controlados. Uma vez que não há mais adição de anidrido sulfuroso na fase de 
engarrafamento e o processo está controlado até esse ponto, a JMF poderia abolir a análise 
aos produtos acabados. No entanto, a realização destas mesmas análises vai de encontro à 
política da empresa de produzir e fornecer produtos de qualidade e seguros do ponto de vista 
alimentar para os seus clientes. 
 A figura 4.8 esquematiza o processo produtivo da JMF, estando identificados os pontos 
desse processo em que o SO2 é ou pode ser adicionado (mais recorrente no CEN e RAC), 
assim como a indicação dos pontos de controlo em que as análises químicas são efectuadas 
(sempre que há adição de SO2, excepto nas uvas). Pelos resultados obtidos, é possível afirmar 
que estes pontos são adequados e garantem um controlo eficaz destes compostos. 
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Figura 4.8 - Fluxograma geral da empresa com destaque para a utilização e controlo de SO2 
(Adaptado de JMF 2012, comunicação pessoal da Qualidade). CEN-Centro de Vinificação; PAL-
Produção e Armazenamento de Lotes; RAC-Refrigeração e Acabamento de Vinhos; ENG-Linhas de 
Engarrafamento; APA-Armazém de Produto Acabado. 
 
 Como referido anteriormente, os sulfitos utilizados como conservantes dos vinhos, tal 
como outros alergénios são associados a sintomas como dores de cabeça, bradicardia, 
tonturas, dor abdominal, choque anafilático, entre outros. No entanto, a asma é o sintoma mais 
comummente associado ao SO2, que pode ser um importante factor para desencadear a 
mesma. A prevalência de sensibilidade aos sulfitos parece ser rara entre os indivíduos não 
asmáticos, estando estimado que apenas uma em cada cem pessoas apresenta sensibilidade 
a estes compostos (EFSA, 2004). 
 Vally e Thompson (2001) realizaram um estudo com vinte e quatro indivíduos, 
seleccionados como tendo episódios recorrentes de asma, induzida pelo consumo de vinho. 
Este estudo foi dividido em duas partes. Na primeira parte, foi efectuado um ensaio clínico de 
ocultação simples para verificar se os pacientes eram efectivamente sensíveis aos sulfitos 
presentes no vinho. A quantidade de sulfitos utilizada foi um valor bastante elevado, 300 mg/L. 
Quem registasse resposta positiva e este ensaio passava para a segunda parte do estudo. 
Consumidor 
Análises SO2 
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ENG 
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 SO2 
SO2 
CEN  
PAL 
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Análises SO2 
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Fornec.   
 
Análises SO2 
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 Esta segunda parte consistia num ensaio clínico em dupla ocultação controlado por 
placebo. Neste, os pacientes consumiam vinhos com quantidades de sulfitos entre 10-20 mg L
-
1
, 75 mg L
-1
 e 150 mg L
-1
. 
 Dos vinte e quatro sujeitos em estudo, na primeira parte do mesmo, apenas quatro 
tiveram uma resposta positiva após ingestão do vinho com 300 mg/L de SO2, isto é, reacções 
asmáticas, cinco minutos após consumo. 
 Relativamente à segunda parte do estudo, nenhum desses quatro pacientes teve 
qualquer reacção asmática após ter consumido os vinhos com quantidades de sulfitos até 150 
mg L
-1
, apesar da indicação dos mesmos de que eram extremamente sensíveis a este 
conservante presente nos vinhos disponíveis no mercado, que contêm quantidades de SO2 
semelhantes às do estudo. Os investigadores afirmam que o estudo que desenvolveram foi 
bastante limitado e apontam para a necessidade de realização de novos estudos uma vez que 
os mecanismos de indução de asma pela ingestão de sulfitos são pouco conhecidos. 
 De acordo com a EFSA (2004), existem dados na literatura que apontam para o facto 
de testes cutâneos por picada se terem revelado positivos para os sulfitos, indicando que 
algumas reacções aos sulfitos poderiam ter a implicação de mecanismos mediados por IgE. 
Contudo nunca foi identificado um anticorpo específico e de uma lista extensiva de estudos, 
nenhum demonstrou este tipo de mecanismo. À luz destes dados, concluiu-se que os 
mecanismos mediados por IgE, a existirem, são bastantes raros nos indivíduos com 
sensibilidade aos sulfitos ou são limitados apenas a um subconjunto de pacientes. Segundo a 
mesma fonte, o valor de 10 mg L
-1
 de SO2 previsto na legislação está relacionado com o facto 
de os métodos para determinar as quantidades de sulfitos não serem sensíveis a ponto de 
detectar abaixo deste número. De qualquer modo, os níveis limiares para desencadear 
reacções adversas em indivíduos sensibilizados não foram avaliados de forma sistemática, 
sendo que as quantidades mínimas para provocar uma reacção nestes indivíduos são ainda 
desconhecidas. 
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5. Metais Pesados 
 
 A designação de metal pesado é muito ampla, contudo, de uma forma geral estes 
elementos caracterizam-se por serem metais ou não metais que apresentam uma densidade 
relativamente alta, estando associados com poluição e toxicidade, ainda que alguns sejam 
essenciais para os seres vivos em baixas concentrações, como são exemplo o ferro, o níquel, 
o cobre, o manganésio, o arsénio ou o zinco (Catarino, 2006). 
 Estando amplamente dispersos no ambiente, estes elementos acabam por fazer parte 
da cadeia alimentar, podendo estar presentes nos géneros alimentícios destinados ao 
consumo humano. De uma forma geral após ingestão destes metais pesados, ocorre a 
absorção dos mesmos no tracto digestivo, afectando de forma negativa os mais diversos tipos 
de tecidos. A situação pode ser mais gravosa se houver acumulação de metais que possuam 
toxicidade mesmo em doses baixas (Formicki et al., 2012). 
 
 
5.1 Metais Pesados em Vinhos 
 
 A presença deste tipo de metais nos vinhos está associada com diversos factores 
como a poluição decorrente do desenvolvimento industrial, podendo a contaminação ocorrer 
durante o desenvolvimento da vinha ou nas várias etapas da produção de vinho (Catarino, 
2006; Fiket et al., 2011). 
 Por um lado, o solo no qual as vinhas estão plantadas pode estar contaminado, 
provindo a contaminação desse mesmo solo, que assim adquire a designação de 
contaminação geogénica. No respeita ao desenvolvimento das vinhas e produção das uvas, a 
contaminação pode ter origem ainda em tratamentos que salvaguardem as plantas, 
nomeadamente fungicidas, fertilizantes ou pesticidas, que podem ser fontes de chumbo, zinco 
e cádmio, entre outros (Pohl, 2007; Fiket et al., 2011). Para além disto, também a poluição 
ambiental é responsável por contaminações por metais pesados, especialmente se as vinhas 
se encontrarem em locais relativamente perto de zonas industriais ou de tráfego recorrente. 
Estas áreas possuem níveis de alguma forma elevados de cádmio e chumbo que têm origem 
na emissão de gases dos veículos (Pohl, 2007). 
 No que respeita à vinificação, a contaminação por metais pesados está associada 
essencialmente ao facto de o vinho, durante todo o processo estar em contacto com diversos 
materiais, podendo este contacto ocorrer durante períodos alargados de tempo. As tubagens, 
máquinas, barris ou pipas feitos de latão, madeira, alumínio, entre outros, podem ser fonte de 
contaminação por cobre, cádmio, zinco ou crómio (Pohl, 2007; Fiket et al., 2011). 
 A determinação dos teores de metais pesados em vinhos revela-se fundamental, não 
apenas tendo por base a manutenção da qualidade dos vinhos, que é um ponto determinante 
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para a indústria, mas também por forma a precaver efeitos nocivos para a saúde do 
consumidor final. 
 Os metais pesados alvo de análise são o arsénio, o cádmio, o chumbo, o crómio, o 
mercúrio e o zinco. 
 
 
5.1.1 Arsénio 
 
 O arsénio é considerado um metaloide possuindo características físicas e químicas que 
se encontram num nível intermédio entre os metais e os não metais (IARC, 2012a). Pode ser 
encontrado em formas orgânicas e em formas inorgânicas. Estas últimas são as formas mais 
tóxicas, nomeadamente o arsenito (As (III)), que predomina em ambientes redutores, e o 
arseniato (As (V)), mais característico de ambientes oxidados (Catarino et al., 2008; Mustra, 
2009). No ser humano o arsénio inorgânico é praticamente todo absorvido após ingestão, ao 
passo que o arsénio orgânico é absorvido na ordem dos 70%. Após absorção este semi-metal 
é distribuído praticamente para todos os órgãos do corpo (EFSA, 2009a). Dados da mesma 
fonte indicam que a ingestão de arsénio inorgânico durante um longo período tem sido 
associada a diabetes, lesões na pele, neurotoxicidade, doenças cardiovasculares e cancro de 
pele, de pulmão e de bexiga. 
 Relativamente à presença de arsénio no vinho, Catarino (2006) indica que este 
metaloide pode ter origem no solo onde se encontram as vinhas, mas também em fungicidas 
ou herbicidas. Os teores deste elemento no vinho normalmente são inferiores a 0,02 mg L
-1
, 
muito abaixo de 1 mg L
-1
, valor a partir do qual representa perigo para o Homem (Catarino et 
al., 2008). 
 
 
5.1.2 Cádmio 
 
 O cádmio está associado maioritariamente ao zinco, mas também ao chumbo e ao 
cobre, sendo um subproduto da metalurgia destes elementos e é bastante utilizado na indústria 
(IARC, 2012b). 
 Não é conhecida nenhuma função biológica deste metal tanto no ser humano como em 
animais. É no entanto um metal extremamente tóxico e bioacumulativo, podendo ser 
introduzido no organismo por via respiratória, mas também oral e cutânea. A absorção 
pulmonar de cádmio é bastante superior à absorção gastrointestinal e uma vez no organismo, o 
seu tempo de semi-vida situa-se entre 10 e 30 anos (Catarino, 2006; EFSA, 2009b). O cádmio 
é tóxico para os rins, pode causar desmineralização óssea, é genotóxico e é considerado 
cancerígeno (EFSA, 2009b). 
 Em relação aos vinhos o cádmio está associado a poluição ambiental, produtos 
fitossanitários, ao contacto com materiais com zinco (Catarino, 2006). Catarino e os seus 
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colaboradores (2008) indicam que os teores de cádmio encontrados em vinhos encontram-se 
de uma forma geral abaixo de 5 µg L
-1
. 
 
 
5.1.3 Chumbo 
 
 O chumbo está presente de forma natural no ambiente, contudo, está intimamente 
associado à produção de baterias, assim como à indústria mineira e fundição. A sua forma 
predominante no ambiente é a forma inorgânica (EFSA, 2010). 
 Este metal pesado possui elevada toxicidade sendo que a sua absorção ocorre de uma 
forma geral por ingestão. Após absorção na barreira intestinal o chumbo passa para os tecidos 
através do sangue, onde se acumula por exemplo no esqueleto e cabelos (Catarino, 2006). A 
partir do esqueleto o chumbo pode voltar para a corrente sanguínea nomeadamente em 
períodos de desmineralização óssea, casos de osteoporose ou gravidez, entre outros. O 
chumbo pode mesmo passar da mãe para o filho no útero ou através da amamentação (EFSA, 
2010). 
 No ser humano o chumbo pode causar problemas cardiovasculares, endócrinos, 
gastrointestinais, imunológicos, renais como nefropatia e alteração progressiva da função renal, 
e no sistema nervoso dando origem a encefalopatia crónica, problemas psicomotores e 
neurológicos. O chumbo é ainda considerado cancerígeno (EFSA, 2010; Catarino et al., 2008). 
 No que respeita à presença de chumbo em vinhos, Catarino e os seus colaboradores 
(2008) indicam que os dados obtidos apontam de uma forma geral para números inferiores a 
100 µg L
-1
 e ao longo das décadas tem-se observado uma diminuição dos valores de chumbo 
nos vinhos fruto da diminuição da utilização de combustíveis com este metal pesado, assim 
como por alteração dos equipamentos e materiais utilizados na elaboração e conservação dos 
vinhos. 
 
 
5.1.4 Crómio 
 
 Daudt e Canto (1995) indicam que apenas dois estados do crómio são encontrados na 
natureza, o crómio (III) e o crómio (VI). O primeiro é um micronutriente essencial para o 
metabolismo de glúcidos, lípidos e proteínas e ainda potencializa a acção da insulina. Uma 
deficiência deste micronutriente pode resultar em resistência à insulina (Anderson, 2005). Esta 
forma possui uma toxicidade reduzida e é a forma usualmente encontrada em vinhos (Catarino, 
2006). Por outro lado, a autora afirma que os compostos de crómio (VI) são altamente tóxicos, 
carcinogénicos e mutagénicos. 
 Catarino e os seus colaboradores (2008) alegam que se tem registado um aumento 
deste metal nos vinhos ao longo das décadas e que, de uma forma geral, os teores presentes 
nos vinhos não ultrapassam os 60 µg L
-1
. 
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5.1.5 Mercúrio 
 
 O mercúrio encontra-se no meio ambiente devido a causas naturais mas também por 
fontes antropogénicas. Existem três formas químicas de mercúrio, o mercúrio metálico, o 
mercúrio orgânico e o mercúrio inorgânico (EFSA, 2012). De acordo com a mesma fonte, o 
mercúrio inorgânico é tóxico e é muito utilizado nas mais variadas indústrias. Esta forma de 
mercúrio pode ser encontrada em desinfectantes, baterias e fungicidas, entre outros. Por outro 
lado, o mercúrio metálico é transformado em mercúrio orgânico mediante actividade 
microbiana, sendo introduzido na cadeia alimentar sob a forma de metilmercúrio, a forma mais 
tóxica deste metal (Catarino et al., 2008). Se por um lado as formas orgânicas do mercúrio 
afectam principalmente o sistema nervoso central, a toxicidade do mercúrio inorgânico pode 
ser observada principalmente nos rins, se bem que o sistema reprodutivo, imunológico e 
nervoso também podem ser afectados (Catarino, 2006; EFSA, 2012). 
 Nos vinhos este metal pesado é encontrado maioritariamente abaixo de 5 µg L
-1
 
(Catarino et al., 2008). 
 
 
5.1.6 Zinco 
 
 O zinco é um elemento essencial para o ser humano uma vez que está associado a 
mais de 300 enzimas e participa em reacções que envolvem a síntese ou a degradação de 
proteínas, glúcidos e lípidos. Para além disto está envolvido nos processos de transporte do 
organismo, sistema imune, entre muitos outros (Anderson, 2005). No entanto, de acordo com o 
mesmo autor, apesar de ser essencial, a ingestão de zinco pode ser tóxica se forem ingeridas 
quantidades entre 100 e 300 mg dia
-1
. Para além disto, uma suplementação excessiva com 
zinco interfere na absorção de cobre. 
 O zinco sob a forma de minerais combinados com enxofre é também um elemento 
essencial ao desenvolvimento e crescimento vegetal o que justifica a sua presença nas vinhas. 
Mais concretamente nas uvas, este metal encontra-se essencialmente nas grainhas e 
películas, justificando a sua presença nos vinhos devido à maceração, entre outros factores 
(Catarino, 2006). Para além desta ocorrência, a presença de zinco nos vinhos pode estar 
associada à utilização anterior de fungicidas mas também ao contacto do vinho com ligas 
metálicas que contenham este elemento, durante o processo de vinificação. Dai a presença 
simultânea de formas orgânicas e de formas minerais de zinco neste tipo de produtos (Catarino 
et al., 2008). 
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5.2 Legislação Relativa à Presença de Metais Pesados em 
Vinhos 
  
 De acordo com a OIV, a quantidade máxima permitida de arsénio em vinhos é 0,2 mg 
L
-1
. Para o cádmio o valor máximo limite diminui para 0,01 mg/L. No caso no chumbo, o limite 
máximo é de 0,15 mg L
-1
 para vinho a partir da colheita de 2007. Já os limites máximos para o 
zinco são de 5 mg L
-1
 (Compendium-OIV, 2013b). Relativamente aos teores de mercúrio em 
vinhos, o máximo permitido é 0,001 mg L
-1
, e a quantidade máxima admissível de crómio é de 
0,10 mg L
-1
. 
 Existem ainda alguns países em que a legislação difere da indicada pela OIV. A título 
de exemplo, para os valores de chumbo, a legislação da África do Sul indica 0,2 mg L
-1
 para os 
vinhos elaborados depois de 31 de Dezembro de 1997. Se por um lado os teores de zinco para 
este país são idênticos, também para o mercúrio os valores são ligeiramente diferentes, 
cifrando-se nos 0,05 mg L
-1
 (IVV, 2013f). 
 Nos Estados Unidos os teores de chumbo presentes nos vinhos podem ir até 0,3 mg L
-
1
, exceptuando o estado da Califórnia em que o valor se situa em 0,15 mg L
-1
 para os vinhos 
engarrafados após 1 de Janeiro de 1994. Ainda na América do Norte, mais concretamente no 
Canadá, os valores estipulados para o teor máximo de arsénio em vinhos é 0,1 mg L
-1
, metade 
do valor indicado pela OIV. Já para os valores de chumbo, 0,2 mg L
-1
 é o valor limite (IVV, 
2013f). 
 Em países da América do Sul com expressão no sector vitivinícola, como são os casos 
da Argentina e do Chile, também é possível encontrar diferenças. A título de exemplo, se por 
um lado o teor de cádmio para ambos os países é idêntico entre si e idêntico ao estipulado pela 
OIV, 0,01 mg L
-1
, já os teores de chumbo diferem sendo 0,20 mg L
-1
 para a Argentina e 0,15 
mg L
-1
 para o caso do Chile (IVV, 2013f). 
 
 
5.3 Métodos de Detecção / Quantificação de Metais Pesados 
 
 Os métodos oficiais para identificar e determinar metais pesados em vinhos, indicados 
pela OIV e adaptados pela União Europeia, baseiam-se na espectroscopia de absorção 
atómica (AAS). Os métodos mais utilizados são a espectroscopia de absorção atómica de 
chama (FAAS) e a espectroscopia de absorção atómica por câmara de grafite (ETAAS) 
(Catarino, 2006). 
 De acordo com a mesma fonte, outras técnicas têm sido utilizadas com este propósito 
nomeadamente a espectroscopia de absorção atómica por geração de hidretos (HGAAS) e a 
espectroscopia de emissão atómica por plasma induzido (ICP-AES). Para o caso do mercúrio a 
técnica utilizada pode passar pela espectroscopia de absorção atómica por geração de vapor a 
frio (CVAAS) (Dean e Ma, 2009). 
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 Mais recentemente, um outro método tem sido utilizado na detecção/quantificação 
destes elementos, a espectrometria de massa por plasma induzido (ICP-MS) (Miller e Rutzke, 
2010). 
 Existem ainda técnicas electroquímicas que podem ser utilizadas para este propósito, 
mas a sua utilização é muito inferior comparativamente às técnicas de espectroscopia atómica 
(Catarino, 2006). 
 
 
5.3.1 Espectroscopia de Absorção Atómica 
 
 A espectroscopia de absorção atómica é um método analítico que quantifica a 
absorção de radiação electromagnética (ultravioleta ou visível) por átomos livres, no estado 
gasoso (Miller e Rutzke, 2010). A vasta utilização desta técnica na análise de alimentos 
prende-se com o facto de, apesar de demonstrar uma relativa sensibilidade, ser relativamente 
simples de utilizar permitindo análises de rotina com operadores pouco treinados, não sendo 
careira (Dean e Ma, 2009; Mustra 2009). De acordo com Dean e Ma (2009), os componentes 
principais deste método são uma fonte de radiação, um atomizador, um monocromador, que 
serve para seleccionar o comprimento de onda, e um detector. 
 Cada elemento possui um espectro atómico único que devido a esta singularidade 
permite a sua identificação e quantificação mesmo na presença de átomos de outros 
elementos. Relativamente à AAS, os espectros de absorção atómica são produzidos quando os 
átomos no estado fundamental absorvem energia de uma fonte de radiação. Contudo, nos 
alimentos os elementos de interesse encontram-se complexados com outros elementos, 
necessitando de ser atomizados, isto é, passando ao estado atómico, não combinados, antes 
de ser mensurados por absorção atómica (Miller e Rutzke, 2010). De acordo com os autores, a 
atomização consiste então na separação de partículas em moléculas individuais e na quebra 
destas moléculas para átomos, com a exposição do analito a altas temperaturas, com chama, 
plasma ou mediante o recurso a outros métodos. Essa exposição ocorre no atomizador que 
pode ser de quatro tipos diferentes, atomizador com chama, com câmara de grafite, com 
geração de hidretos e atomizador com geração de vapor a frio (Dean e Ma, 2009). 
 
5.3.1.1 Por Chama 
 A FAAS é uma técnica analítica vulgarmente utilizada nos laboratórios de enologia. 
Apesar de apresentar limites analíticos relativamente altos para alguns elementos como o 
chumbo ou o mercúrio, é indicado pela OIV como um método de referência para a 
determinação de zinco, entre outros (Catarino, 2006). A amostra vai à chama, que atinge 
temperaturas entre os 2100ºC e os 2300ºC. Aquando da combustão os átomos são reduzidos 
ao estado atómico e é incidido um feixe de radiação através de uma lâmpada de cátodo oco. A 
radiação atravessa a chama, passa pelo monocromador e de seguida vai ao detector (FCT, 
2013a). Apesar de ser um método fácil de usar, a sensibilidade do mesmo é baixa de acordo 
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com Miller e Rutzke (2010), pois a maior parte da amostra não chega à chama, e a quantidade 
que chega fica pouco tempo em contacto com a chama. 
 
5.3.1.2 Por Câmara de Grafite 
 Outra técnica bastante utilizada na determinação de elementos vestigiais é a 
espectroscopia de absorção atómica por câmara de grafite, também denominada de 
espectroscopia de absorção electrotérmica, muito utilizada na determinação de chumbo e 
cádmio (Catarino, 2006). 
 Neste método, o solvente da amostra é evaporado com recurso a temperaturas na 
ordem dos 100ºC durante 30 segundos. De seguida a amostra é incinerada, até temperaturas 
que podem chegar aos 1200ºC, durante 45 segundos aproximadamente. Na etapa seguinte a 
temperatura é elevada para 2000-3000ºC para vaporizar e atomizar a amostra. O restante 
processo é semelhante ao referido anteriormente (FAAS) (Dean e Ma, 2009; Miller e Rutzke, 
2010). 
 Como vantagens este método permite a utilização de amostras mais pequenas que o 
anterior. Os limites de detecção são inferiores, isto é, a sensibilidade deste método é superior 
comparativamente à espectroscopia de absorção atómica com chama. As desvantagens desta 
técnica estão associadas ao custo adicional do forno electrotérmico, sendo necessária alguma 
prática para manusear a câmara de grafite (Miller e Rutzke, 2010; FCT, 2013b). 
 
5.3.1.3 Por Geração de Hidretos 
 A espectroscopia de absorção atómica por geração de hidretos é um método de 
referência para o doseamento de arsénio. Não obstante, pode ser utilizada na análise de outros 
elementos como o estanho, o selénio, o antimónio ou o chumbo (Catarino, 2006). 
 Esta técnica está confinada aos elementos capazes de formar hidretos voláteis, que se 
formam quando as amostras alvo de análise reagem com boroidreto de sódio. Os hidretos são 
direccionados para uma célula de absorção onde vão ser aquecidos para se decomporem em 
átomos livres. As medições por absorção atómica são efectuadas da mesma forma que as 
técnicas anteriormente referidas (Dean e Ma, 2009; Miller e Rutzke, 2010). Miller e Rutzke 
(2010) indicam que este método possui uma sensibilidade elevada uma vez que há pouca 
perda das amostras. A grande desvantagem é estar limitado aos elementos com capacidade 
para formar hidretos voláteis, como supracitado. 
 
5.3.1.4 Por Geração de Vapor a Frio 
 A CVAAS é uma técnica exclusiva para o doseamento de mercúrio. A razão para tal 
prende-se com o facto de o mercúrio ser o único elemento mineral que pode existir como 
átomos livres no estado gasoso, a temperatura ambiente. Neste método, o mercúrio presente 
na amostra é reduzido a mercúrio metálico ou elementar por acção de cloreto de estanho, por 
exemplo, que é um forte agente redutor (Dean e Ma, 2009; Miller e Rutzke, 2010). O mercúrio 
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metálico resultante é transportado para uma célula de absorção, por recurso a uma corrente de 
árgon ou a ar, e a medição da absorção atómica efectua-se de forma idêntica às anteriores. 
 Esta técnica apresenta uma sensibilidade extremamente elevada pois todo o mercúrio 
presente na amostra pode ser transferido para a célula de absorção e ser mensurado, não 
havendo necessidade de utilização de qualquer dispositivo de aquecimento (Miller e Rutzke, 
2010; Dean e Ma, 2009). 
 
 
5.3.2 Espectroscopia de Emissão Atómica 
 
 A espectroscopia de emissão atómica quantifica a emissão de radiação de átomos 
excitados por calor ou outros meios. Por outras palavras, os espectros de emissão atómica são 
produzidos quando átomos neutros excitados emitem energia ao retornarem ao estado 
fundamental ou a um estado de energia mais baixo. Os átomos podem ser excitados por 
energia proveniente de calor como uma chama, através de luz mediante a utilização de um 
laser, por electricidade com recurso a faíscas, ou por ondas de rádio, nomeadamente por 
plasma induzido (Miller e Rutzke, 2010). Segundo os autores, as emissões, que têm 
comprimentos de onda característicos dos elementos individuais, vão passar pelos 
monocromadores ou por filtros e vão de seguida para o detector. Ainda de acordo com os 
mesmos, exceptuando a fonte de radiação externa, em termos de instrumentação a AES é 
similar à AAS. 
 
5.3.2.1 Espectroscopia de Emissão Atómica por Plasma Induzido 
 A técnica de espectroscopia de emissão atómica mais comummente utilizada na 
análise de alimentos é a espectroscopia de emissão atómica por plasma induzido, se bem que 
a mesma não é muito vulgar nos laboratórios de enologia (Miller e Rutzke, 2010; Catarino, 
2006). O plasma é, de acordo com Manning e Grow (1997), um gás electricamente neutro e 
altamente ionizado que consiste em iões, electrões e átomos, sendo que a ICP-AES utiliza este 
plasma como fonte de atomização e excitação. Como as temperaturas nos plasmas são muito 
elevadas, o resultado é uma atomização muito eficaz. Esta técnica permite a análise 
simultânea de até 73 elementos numa única amostra, com limites de detecção extremamente 
baixos, ao nível de ppb (FCT, 2013c). Assim, comparativamente à AAS, este método é 
bastante mais rápido na apresentação de resultados a vários elementos numa amostra, se bem 
que ambas as técnicas têm a capacidade de medir concentrações vestigiais de metais em 
matrizes complexas com precisão e exactidão (Miller e Rutzke, 2010). 
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5.3.3 Espectrometria de Massa Atómica 
 
 Para além dos métodos referidos, um outro método tem sido cada vez mais 
frequentemente utilizado na análise da composição mineral de vinhos, o ICP-MS (Catarino, 
2006). Este método tem a capacidade de medir directamente o número actual de átomos 
(como iões) do elemento na amostra, uma vez que a espectrometria de massas separa os iões 
consoante a razão massa / carga dos mesmos. 
 Quanto ao funcionamento da técnica, a preparação das amostras é idêntica à AAS e 
AES. A solução é aspirada para a tocha de plasma como no caso particular da ICP-AES, mas 
ao invés de existir um monocromador e um dispositivo para separar e detectar a luz dos 
comprimentos de onda, o ICP-MS utiliza um espectrómetro de massas para separar e detectar 
os iões do elemento ou composto (Miller e Rutzke, 2010). 
 O método ICP-MS apresenta diversas vantagens como a análise multielementar, a 
elevada sensibilidade e os limites de detecção extremamente baixos (na ordem dos ppt). A 
grande desvantagem desta técnica e a principal razão por ainda não ser muito comum nos 
laboratórios de enologia está relacionada com os custos de aquisição e de manutenção deste 
sistema (Catarino, 2006; Miller e Rutzke, 2010). 
 
 
5.4 Parâmetros Analíticos da Empresa José Maria da Fonseca 
 
 Os vinhos elaborados pela JMF podem ter origem em vinhas da própria empresa ou 
em vinhas de outros produtores. Após a vindima, todos os vinhos vão a fermentar 
individualmente por casta, sejam os vinhos comprados ou os vinhos de origem interna à 
empresa, ficando em cubas separadas, até serem loteados, isto é, misturadas percentagens de 
diferentes vinhos definidas pelos enólogos. Após a etapa de loteamento os vinhos são 
enviados para laboratórios acreditados para serem analisados por forma a detectar a presença 
destes metais. Estas análises são efectuadas aos vinhos loteados, antes do engarrafamento 
dos mesmos e não a uvas ou mostos pois até ao loteamento decorrem outros processos que 
podem até levar a efeitos de diluição e no final os valores de eventuais contaminantes não 
terem expressão. A fase mais importante para se efectuar estas análises é então aos produtos 
acabados, pois após o engarrafamento os produtos são colocados no mercado ficando à 
disposição dos clientes finais. 
 A tabela 5.1 representa as análises efectuadas a vinhos provenientes de castas de 
fornecedores e de castas da JMF, de 2003 a 2012. As determinações de arsénio e de mercúrio 
foram efectuadas por HGAAS. Os teores de cádmio, chumbo e crómio foram determinados por 
ETAAS. Os teores de zinco foram analisados por ICP-AES. Após uma análise cuidada é 
possível afirmar que todos os valores se encontram dentro dos limites máximos admissíveis 
especificados na legislação. As siglas representam os vinhos da JMF ou os vinhos adquiridos a 
fornecedores. 
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Tabela 5.1 - Resultados de análises a metais pesados (Fonte: JMF 2012, comunicação pessoal 
de Laboratório de Química). 
Metais Pesados 
(mg L-1) 
VMA  
(mg L-1) 
Vinhos 2003 Vinhos 2004 Vinhos 2005 
TON VBM PER 1 PER 2 ESG PER 
Cádmio 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 
Chumbo 0,15 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 
Crómio 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 
Mercúrio 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,001 
Zinco 5 0,68 0,48 0,35 0,4 3,1 3,4 
Arsénio 0,2 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 
 
 
 
Tabela 5.1 (cont.1) - Resultados de análises a metais pesados (Fonte: JMF 2012, comunicação 
pessoal de Laboratório de Química). 
Metais Pesados 
(mg L-1) 
VMA  
(mg L-1) 
Vinhos 2006 Vinhos 2007 Vinhos 2008 
PIT LOU TON CAF CAF ARG 
Cádmio 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 
Chumbo 0,15 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 
Crómio 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 
Mercúrio 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,001 
Zinco 5 1 0,6 1,1 0,9 ˂ 0,10 ˂ 0,10 
Arsénio 0,2 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 
 
 
Tabela 5.1 (cont.2) - Resultados de análises a metais pesados (Fonte: JMF 2012, comunicação 
pessoal de Laboratório de Química). 
Metais Pesados 
(mg L-1) 
VMA  
(mg L-1) 
Vinhos 2009 Vinhos 2010 
CAT SYH CAT SYH MOT 
Cádmio 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 
Chumbo 0,15 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 
Crómio 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,1 
Mercúrio 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,001 
Zinco 5 1,1 0,81 0,32 0,32 0,47 
Arsénio 0,2 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 
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Tabela 5.1 (cont.3) - Resultados de análises a metais pesados (Fonte: JMF 2012, comunicação 
pessoal de Laboratório de Química). 
Metais Pesados 
(mg L-1) 
VMA  
(mg L-1) 
Vinhos 2011 Vinhos 2012 
CAT VTN MBC PER 
Cádmio 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 ˂ 0,01 
Chumbo 0,15 ˂ 0,1 ˂ 0,1 ˂ 0,02 ˂ 0,02 
Crómio 0,1 ˂ 0,05 ˂ 0,05 ˂ 0,05 ˂ 0,05 
Mercúrio 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,001 
Zinco 5 1 0,9 0,6 1,3 
Arsénio 0,2 ˂ 0,10 ˂ 0,10 ˂ 0,10 ˂ 0,10 
Legenda: ARG-Aragonês; CAF-Castelão Francês; CAT-Camarate Tinto; ESG-Esgana Cão; LOU-Loureiro; 
MBC-Malbec de Mesa; MOT-Montado Tinto; PER-Periquita Tinto; PIT-Pinot Noir; SYR-Syrah; TON-
Touriga Nacional; VBM-Vinho Branco Moscatel; VTN-Vinho Tinto. 
 
 Para além da tabela acima referida com dados provenientes de um laboratório 
português acreditado, a JMF possui dados de análises realizadas aos seus vinhos no Canadá, 
uma vez que este é um importante local de exportação dos produtos da empresa. Tendo em 
conta o portfólio alargado de vinhos, fez-se análises aos vinhos que representam cerca de 80% 
da produção da JMF: Periquita Tinto, Lancers Rosé e Alambre. Para além destes, encontram-
se na tabela seguinte outros vinhos com bastante mercado no Canadá, se bem que com menor 
expressão relativamente aos anteriores: Porto Vintage, Lancers Branco, Montado Tinto e 
Domini Tinto. As análises contemplavam outros parâmetros analíticos, podendo contudo 
destacar-se os teores de arsénio e de chumbo, que podem ser visualizados na tabela seguinte. 
 
Tabela 5.2 - Resultados de análises a metais pesados efectuadas no Canadá (Fonte: JMF 
2013, comunicação pessoal de Laboratório de Química). 
Vinho Analisado 
Ano 
Análise 
As-VMA (mg/L) 
As 
(mg L-1) 
Pb-VMA (mg L-1) 
Pb 
(mg L-1) 
Porto Vintage 2013 0,2 ˂ 0,01 0,15 ˂ 0,02 
Alambre 2012 0,2 ˂ 0,01 0,15 0,041 
Periquita Tinto 2012 0,2 ˂ 0,01 0,15 ˂ 0,02 
Porto Vintage 2011 0,2 ˂ 0,01 0,15 ˂ 0,02 
Lancers Rosé 2009 0,2 ˂ 0,01 0,15 ˂ 0,02 
Lancers Branco 2009 0,2 0,012 0,15 ˂ 0,02 
Montado Tinto 2008 0,2 ˂ 0,01 0,15 ˂ 0,02 
Domini Tinto 2008 0,2 ˂ 0,01 0,15 ˂ 0,02 
 
 Também pelos métodos utilizados por este laboratório acreditado do Canadá os 
valores obtidos demonstram que os vinhos da JMF não possuem, ou possuem apenas 
quantidades vestigiais de metais pesados, muito inferiores aos valores máximos legislados. 
 Como referido anteriormente, os metais pesados provém essencialmente da poluição, 
através dos campos contaminados ou pela existência de tráfego em zonas próximas das 
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vinhas. A partir do momento em que as matérias-primas dão entrada na empresa e é iniciado o 
processo de vinificação, não existe qualquer tipo de contaminação por metais pesados uma 
vez que os materiais utilizados pela JMF são em aço inoxidável. Para além disto, se forem 
detectadas nas análises efectuadas níveis de metais pesados superiores aos permitidos, os 
lotes dos vinhos são rejeitados. Assim é possível afirmar que a JMF, relativamente à 
contaminação dos seus vinhos por metais pesados, tem o processo sob controlo. 
 Na figura 5.1 encontra-se o processo produtivo da JMF de forma sucinta, estando 
indicado o ponto de controlo em que as amostras de vinho vão ser analisadas (após 
loteamento no PAL) por forma a despistar eventuais contaminações por metais pesados. 
Atendendo ao facto de as análises aos produtos finais revelarem resultados positivos para a 
empresa, pode-se afirmar que este ponto de controlo é apropriado, garantindo um controlo 
eficaz destes contaminantes.  
 
Figura 5.1 - Fluxograma geral da empresa com destaque para o controlo de metais pesados 
após loteamento dos vinhos (Adaptado de JMF 2012, comunicação pessoal da Qualidade). 
CEN-Centro de Vinificação; PAL-Produção e Armazenamento de Lotes; RAC-Refrigeração e Acabamento 
de Vinhos; ENG-Linhas de Engarrafamento; APA-Armazém de Produto Acabado). 
 
 Banović e os seus colaboradores (2009) analisaram por AAS os teores de zinco e de 
chumbo em trinta vinhos de colheitas de três anos vintage. Os teores de zinco detectados 
situavam-se entre 0,266 e 2,434 mg L
-1
, bastante abaixo do valor máximo admissível legislado. 
Contrariamente ao verificado para o caso do zinco, alguns valores de chumbo detectados 
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encontravam-se dentro da legislação, sendo que outros eram superiores à mesma (0,15 mg L
-
1
). A gama de teores determinada foi a seguinte: 0,107 a 0,355 mg L
-1
. 
 Kristl e colaboradores (2003) determinaram os teores de zinco, cádmio e chumbo em 
vinhos brancos e tintos eslovenos. Os teores de zinco foram analisados por FAAS e 
encontravam-se em concordância com legislação uma vez que o teor máximo determinado nos 
vinhos brancos foi de 1 mg L
-1
. Nos vinhos tintos o valor foi inferior, situando-se em 0,6 mg L
-1
. 
Os teores de cádmio e de chumbo foram analisados por recurso a ETAAS. Os valores obtidos 
para o cádmio demonstraram que apesar de presente, este contaminante está em 
concentrações muito baixas, já que o valor máximo para os vinhos brancos foi de 0,001 mg L
-1
 
e de 0,0003 mg L
-1
 para os vinhos tintos analisados. Os teores de chumbo também se 
encontravam dentro da legislação pois a média determinada para os vinhos brancos foi de 
0,0276 mg L
-1
 e para os tintos 0,0229 mg L
-1
, sendo o valor máximo admissível 0,15 mg L
-1
.  
 Stafilov e colaboradores (2002) desenvolveram um estudo no qual, mediante a 
utilização do método ETAAS determinaram os teores de arsénio, cádmio, crómio e chumbo em 
vinhos da Macedónia e da Bulgária. A amostragem de vinhos macedónios era constituída por 
dez vinhos brancos e dezasseis vinhos tintos e a de vinhos búlgaros por nove vinhos brancos e 
dezasseis tintos. A tabela seguinte indica os valores máximos observados dos elementos em 
análise.  
Tabela 5.3 - Resultados obtidos por Stafilov et al., 2002.  
Elemento 
Vinhos Macedónia (mg L-1) Vinhos Bulgária (mg L-1) 
Brancos Tintos Brancos Tintos 
As 0,01 0,012 0,009 0,012 
Cd 0,006 0,004 0,0003 0,0004 
Cr 0,031 0,03 0,02 0,03 
Pb 0,25 0,25 0,07 0,09 
 
 Analisando a tabela 5.3 é possível verificar que os valores de arsénio obtidos por 
Stafilov e pelos seus associados se encontram condizentes com a legislação (0,2 mg L
-1
). O 
mesmo pode ser verificado para os teores de cádmio (0,01 mg L
-1
) e de crómio (0,10 mg L
-1
). 
Os teores de chumbo determinados são superiores ao estipulado pela legislação (0,15 mg L
-1
) 
nos vinhos provenientes da Macedónia, mas encontram-se correctos nos vinhos da Bulgária. 
 Voica e os seus colaboradores (2009) analisaram por ICP-MS treze vinhos romenos, 
cinco tintos e oito brancos, para determinar as concentrações de arsénio, cádmio, mercúrio, 
chumbo e magnésio. Os resultados mais elevados determinados pelos investigadores podem 
ser observados na tabela seguinte, na qual consta a indicação dos valores máximos 
admissíveis destes elementos. 
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Tabela 5.4 - Resultados obtidos por Voica et al., 2009. 
Elemento 
Vinhos Tintos 
(mg L-1) 
Vinhos Brancos 
(mg L-1) 
VMA (mg L-1) 
As 0,0106 0,0122 0,2 
Cd 0,0007 0,0008 0,01 
Hg 0,0006 0,2 0,001 
Pb 0,0699 0,0473 0,15 
Cr 0,1288 0,4005 0,1 
 
 Como se pode verificar, os valores mais elevados de arsénio estão de acordo com a 
legislação, assim como os teores de cádmio e os de chumbo. Relativamente ao mercúrio, a 
quantidade determinada nos vinhos brancos é superior ao valor máximo admissível, 
contrariamente aos vinhos tintos. Já os valores superiores de crómio estão para ambos os 
vinhos acima do valor legislado. 
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6. Ocratoxina A 
 
 Os fungos existentes com capacidade para produzir micotoxinas patogénicas para o 
Homem e animais são inúmeros (Nogueira e Oliveira, 2006). Estas micotoxinas são metabolitos 
secundários de fungos filamentosos e possuem baixo peso molecular. De entre o vasto leque 
de micotoxinas conhecidas, mais de 300, pode destacar-se a ocratoxina A (OTA) (Figura 6.1), 
produzida por fungos das espécies Aspergillus e Penicillium que possui efeitos nefrotóxicos, 
imunotóxicos, teratogénicos e carcinogénicos. No ser humano, está intimamente associada à 
Nefropatia Endémica dos Balcãs e é considerada como possivelmente carcinogénica (Duarte et 
al., 2010; Bazin et al., 2013). De acordo com Nogueira e Oliveira (2006) o tempo de semi-vida 
da ocratoxina A no ser humano é de 35 dias. 
 
 
Figura 6.1 - Ocratoxina A (Fonte: www.wikipedia.org). 
 
 Se por um lado o Aspergillus ochraceus é considerado o fungo mais importante relativo 
à produção de ocratoxina A em zonas climáticas quentes, o Penicillium verrucosum é o grande 
responsável pela produção desta micotoxina no norte da Europa. Relativamente à produção de 
ocratoxina A são ainda conhecidas outras espécies destes fungos, nomeadamente A. niger, A. 
melleus, A. sulphureus, A. albertensis, A. citricus, A. petrakii, A. glaucus, P. nordicum ou P. 
chrysogenum (Nogueira e Oliveira, 2006; Cicoňová et al, 2010). 
 Isolada em 1965 por van der Merwe e colaboradores (Otteneder e Majerus, 2000), a 
partir de culturas de Aspergillus ochraceus, fungo do qual o seu nome teve origem, esta 
micotoxina encontra-se amplamente distribuída na natureza, podendo encontrar-se em 
produtos alimentares tão variados com feijões, café, milho, trigo, nozes, cacau, cevada, figos 
secos, centeio, queijo, pão, cerveja, uvas, passas, sumo de uva e vinhos (Otteneder e Majerus, 
2000; Welke et al, 2009; Cicoňová et al, 2010). Para além da questão de poder ser encontrada 
num grande número de alimentos e daí a exposição do ser humano ser elevada, à 
perigosidade desta toxina de origem alimentar acresce ainda o facto de ser relativamente 
estável ao calor e como tal é resistente a muitas operações de processamento alimentar, 
podendo estar presente no produto final (Duarte et al., 2010). 
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6.1 Ocratoxina A em Vinhos 
 
 No que concerne à presença de ocratoxina A em vinhos, o facto de a temperatura ideal 
para que o A. ochraceus produza esta micotoxina se situar em cerca de 30ºC, justifica que a 
presença de ocratoxina A encontrada em vinhos seja elevada nas regiões do sul da Europa 
(Cicoňová et al, 2010). Quintela e os seus colaboradores (2012) afirmam que o vinho é 
considerado a segunda maior fonte de ocratoxina A na dieta dos cidadãos europeus, só sendo 
ultrapassado pelos cereais, e que essa exposição é referente a cerca de 10% da ingestão total 
desta micotoxina. 
 Após a descoberta desta toxina de origem alimentar em vinhos em 1996 por Zimmerli e 
Dick (Visconti et al., 2008), vários estudos em vinhos foram realizados destacando-se o facto 
de a presença de OTA de uma forma geral ser superior em vinhos tintos do que em vinhos 
brancos e vinhos rosés. Destes dados é possível concluir que existe uma relação entre a 
maceração do mosto com as peles das uvas e a solubilização de ocratoxina A no mosto 
(Visconti et al., 2008; Quintela et al., 2012). 
 
 
6.2 Legislação Relativa à Presença de Ocratoxina A em Vinhos 
 
 De acordo com o Regulamento (CE) N.º 1881/2006 da Comissão de 19 de Dezembro 
(Regulamento 1881/2006, 2006), a dose semanal admissível ingerida desta micotoxina é de 
120 ng kg
-1
 de peso corporal. Segundo a mesma fonte, o teor máximo de ocratoxina A presente 
em vinhos tintos, brancos, rosés, espumantes e outros vinhos e/ou bebidas à base de mosto de 
uvas, provenientes de colheitas a partir de 2005 é 2 µg L
-1
. 
 Relativamente à presença de ocratoxina A em países fora da União Europeia, não 
estão definidos limites específicos desta micotoxina em produtos alimentares nos Estados 
Unidos, Canadá, Austrália, Nova Zelândia, África do Sul, entre outros (EMAN, 2012). 
 
 
6.3 Métodos de Detecção / Quantificação de Ocratoxina A 
 
 Tendo como base a OIV, a ocratoxina A pode ser detectada em vinhos através de uma 
coluna de imunoafinidade, sendo posteriormente quantificada por HPLC com detector de 
fluorescência. Segundo a mesma fonte, a primeira etapa do ensaio envolve a concentração e a 
purificação da ocratoxina A na amostra a analisar, seguida da quantificação referida 
anteriormente (Compendium-OIV, 2013c). 
 A cromatografia por imunoafinidade teve origem nos anos 50, tendo sido Campbell e os 
seus colaboradores dos primeiros a fazer uso desta técnica, em que a afinidade de ligação de 
um antigénio a um anticorpo constitui a base da separação. Este tipo de cromatografia é 
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constituído por uma fase estacionária sólida em que os anticorpos se encontram associados a 
uma matriz cromatográfica. Dependendo da afinidade para com analito, este é retido e 
concentrado, sendo as impurezas removidas por lavagem. Os antigénios de interesse são 
depois eluídos por forma a originar um produto puro. A fase móvel da cromatografia é um 
tampão aquoso de diferentes composições e serve de transportador para o analito (Abi-
Ghanem e Berghman, 2012; Bhargav et al., 2012). 
 Outros técnicas analíticas utilizadas na detecção e/ou quantificação de ocratoxina A 
são as técnicas ELISA, a electroforese capilar e a LC-MS/MS (Romer Labs, 2012; Ismail et al., 
2010). 
 
Figura 6.2 - Cromatografia por imunoafinidade (Fonte: www.as.nchu.edu.tw/english) 
 
6.4 Parâmetros Analíticos da Empresa José Maria da Fonseca 
 
 As tabelas seguintes representam os dados da JMF correspondentes aos teores de 
ocratoxina A dos vinhos produzidos na empresa e/ou comprados a fornecedores, sendo que os 
dados foram obtidos em laboratórios acreditados. 
 A tabela 6.1 corresponde aos resultados obtidos por análises feitas em 2008 no 
Canadá, como referido anteriormente, um dos principais destinos de exportação da empresa. 
As análises correspondem a vinhos tintos, que a par dos moscatéis podem ser mais 
problemáticos em relação à OTA devido à maceração no processo produtivo, ou seja, ao 
contacto entre mosto e os restantes componentes da uva. 
 Após análise da tabela é possível afirmar que os valores obtidos se encontram 
bastante abaixo do valor máximo admissível previsto na legislação, como também já foi 
indicado. 
 
Tabela 6.1 - Resultados de análises a ocratoxina A efectuadas no Canadá (Fonte: JMF 2008, 
comunicação pessoal de Laboratório de Química). 
Tipo de Vinho Origem OTA (µg L-1) VMA (µg L-1) 
Montado Tinto JMF ˂ 0,5 2 
Domini Tinto JMF ˂ 0,5 2 
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 Na tabela 6.2 encontram-se resultados mais recentes, obtidos por um laboratório 
externo em Portugal, por HPLC e purificação com coluna de imunoafinidade. Os vinhos 
analisados são o Periquita Branco da colheita de 2012 produzido pela JMF, um vinho rosé da 
colheita de 2012 de origem externa à empresa e um vinho branco com as mesmas 
características, elaborado a partir de uvas da colheita de 2012 mas de terceiros. Para além dos 
vinhos referidos, também o moscatel de setúbal da colheita de 2011 foi analisado, sendo que 
este vinho licoroso é também produzido na JMF. Tal como nos vinhos tintos, a maceração no 
processo de elaboração de moscatel pode contribuir para a presença de OTA neste tipo de 
vinho licoroso. Contudo, para qualquer vinho analisado, o resultado indica valores muito baixos, 
bastante inferiores ao valor máximo admissível.  
 
Tabela 6.2 - Resultados de análises a ocratoxina A (Fonte: JMF 2012, comunicação pessoal de 
Laboratório de Química). 
Tipo de Vinho Origem OTA (µg L-1) VMA (µg L-1) 
Periquita Branco JMF ˂ 0,2 2 
Vinho Rosé Externa ˂ 0,2 2 
Vinho Branco Externa ˂ 0,2 2 
Moscatel de 
Setúbal 
JMF ˂ 0,2 2 
 
 Para qualquer umas das tabelas referidas, os resultados demonstram que os vinhos 
produzidos pela JMF, assim como os vinhos comprados a fornecedores que vão incorporar os 
produtos finais da empresa não possuem ocratoxina A, ou possuem quantidades vestigiais, 
muito próximas de zero, estando bastante distanciadas do valor máximo admissível. Estas 
análises são importantes para comprovar a sanidade dos produtos finais uma vez que nem 
toda a matéria-prima utilizada nos vinhos da empresa é de origem interna à mesma. 
 Tal como acontece para os metais pesados, também as análises para detectar e 
quantificar a presença de ocratoxina A são efectuadas após o loteamento dos vinhos, ficando 
estes à espera de aprovação para serem engarrafados e posteriormente colocados nos 
diferentes mercados. Mais uma vez, se as análises efectuadas determinarem a presença desta 
micotoxina em quantidades superiores às permitidas por lei, os lotes em análise são rejeitados. 
É possível afirmar que, relativamente à contaminação dos seus vinhos por ocratoxina A, a JMF 
tem o processo sob controlo. 
 Na figura 6.3 encontra-se esquematizado sucintamente o processo produtivo da JMF. 
Neste esquema é identificado o ponto no processo em que os lotes de vinhos vão ser 
analisados (ponto de controlo) para despistar as possíveis contaminações por OTA, permitindo 
rejeitar os vinhos loteados ou dar o aval para o engarrafamento dos mesmos. Tal como foi 
verificado para o controlo de contaminação por metais pesados, também a monitorização de 
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OTA é adequada, sendo a eficácia do controlo demonstrada pelos resultados das análises a 
esta toxina de origem alimentar. 
 
 
Figura 6.3 - Fluxograma geral da empresa com destaque para o controlo de ocratoxina A após 
loteamento dos vinhos (Adaptado de JMF 2012, comunicação pessoal da Qualidade). CEN-
Centro de Vinificação; PAL-Produção e Armazenamento de Lotes; RAC-Refrigeração e Acabamento de 
Vinhos; ENG-Linhas de Engarrafamento; APA-Armazém de Produto Acabado). 
 
 Kruger e os seus colaboradores (2012) avaliaram a ocorrência de OTA em vinhos de 
colheitas entre 2002 e 2008. Do total de amostras analisadas, quarente e três eram brasileiras, 
país onde foi realizado o estudo, trinta e dois vinhos eram argentinos e cinco chilenos. 
 Por HPLC e purificação com coluna de imunoafinidade os investigadores obtiveram a 
indicação de que apenas o resultado de vinte e cinco amostras se situava acima do limite de 
quantificação para a técnica, sendo considerados resultados positivos. Estes vinhos eram 
todos brasileiros e os valores determinados estavam situados entre 0,020 µg L
-1
 e 0,050 µg L
-1
, 
valores bastante inferiores aos 2 µg L
-1
 legislados. Neste trabalho, Kruger e os seus 
colaboradores indicam ainda que noutros estudos foram determinados valores de OTA entre 
0,10 e 1,33 µg L
-1
 em vinhos brasileiros e entre 0,03 e 0,3 µg L
-1
 em vinhos importados pelo 
Brasil. Mais uma vez, estes valores respeitam a legislação. 
 Por seu lado, Battilani e Pietri (2002) indicam que vários estudos em vinhos europeus 
permitiram identificar os valores entre 0,01 e 3,4 µg L
-1
 como o intervalo de valores para o teor 
Clientes 
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de OTA presentes nos vinhos dessa região. Mais ainda, os investigadores afirmam que a 
incidência e concentração desta micotoxina nos vinhos são superiores nos países do sul, 
sendo superior em vinhos tintos, depois em vinhos rosés e finalmente em vinhos brancos. 
 Belajová e Rauová (2007) investigaram a ocorrência de ocratoxina A em vinhos 
produzidos no ano 2005. No estudo desenvolvido foram analisados vinhos tintos e brancos 
eslovacos disponíveis comercialmente, vinhos tintos e brancos eslovacos de origem caseira e 
vinhos tintos e brancos estrangeiros. Nalguns vinhos não foram detectados vestígios de OTA. 
Na sua grande maioria os vinhos tintos apresentaram quantidades de OTA entre 0,011 e 0,033 
µg L
-1
, sendo que apenas três vinhos apresentaram valores desta micotoxina superiores a 
0,033 µg L
-1
, dois vinhos tintos eslovacos com 0,036 µg L
-1
 e 0,463 µg L
-1
 e um vinho 
macedónio tinto doce com 0,122 µg L
-1
. Perante estes dados pode-se concluir mais uma vez 
que os vinhos tintos possuem maiores teores de OTA que os vinhos brancos, assim como que 
esses valores estão dentro do especificado pela legislação europeia. 
 Otteneder e Majerus (2000) analisaram quatrocentas e vinte amostras de vinhos de 
vários pontos do mundo. Deste número de amostras, sessenta eram vinhos brancos, cinquenta 
e cinco vinhos rosados e trezentos e cinco tintos. Após avaliação dos teores de OTA presentes 
nessas amostras concluíram que esta micotoxina estava presente em 25% dos vinhos brancos, 
com uma média de 0,108 µg L
-1
. Relativamente aos vinhos rosés, esta toxina de origem 
alimentar estava presente em 40% dos vinhos, com uma média de 0,119 µg L
-1
. Para os vinhos 
tintos, a OTA foi detectada em mais de metade (54%) situando-se a média dos teores da 
mesma nos 0,201 µg L
-1
. Este último valor corresponde no entanto a cerca de um décimo do 
valor máximo admissível. 
 Rotaru e os seus colaboradores (2011) analisaram noventa e nove vinhos por HPLC, 
sendo essa amostragem composta por cinquenta e cinco vinhos brancos e quarenta e quatro 
vinhos tintos. Do total de vinhos brancos analisados, foi detectada a ocratoxina A em 32,7% 
desses vinhos, em valores que se situavam entre 0,06 e 0,99 µg L
-1
. Nos vinhos tintos, como 
era esperado a percentagem de vinhos com esta micotoxina foi superior (38,6%), apesar do 
menor número de amostras. Para estes, os teores de OTA estavam situados entre 0,19 e 1,89 
µg L
-1
, valores superiores aos detectados nos vinhos brancos, como era também expectável. 
 Os estudos mencionados continham na sua maioria resultados dos teores de OTA 
dentro dos valores especificados na legislação. Já Quintela e os seus colaboradores (2012) 
indicam que o valor mais elevado de OTA que verificaram na literatura foi em Itália, com 15,6 
µg L
-1
, não especificando no entanto o tipo de vinho relativamente aos teores de açúcares ou 
outros factores. 
 Por seu turno, Soufleros e os seus colaboradores (2003) também identificaram 
quantidades elevadas de OTA em vinhos gregos. Foram analisados vinhos brancos, rosés e 
tintos tendo sido verificada a presença desta micotoxina em 62,8% das amostras. Se na maior 
parte dos vinhos o teor de OTA era inferior a 0,05 µg L
-1
, em vinhos com teores de açúcares 
mais elevados os valores de ocratoxina A variaram entre 0,02 e 3,2 µg L
-1
. 
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7. Considerações Finais 
 
 A perigosidade real dos alergénios albumina, caseína e lisozima, utilizados como 
auxiliares tecnológicos no processo de vinificação não está suficientemente referenciada em 
literatura da especialidade. De acordo com vários painéis de especialistas da EFSA, apesar de 
não subsistir na literatura médica indicações que suportem a ideia associada ao potencial 
alergénico dos vinhos tratados por colagem com produtos à base de leite e de ovos, conhece-
se alguma documentação indicativa da existência de reacções adversas aos vinhos, mais 
concretamente reacções alérgicas. 
  Os relatos de reacções alérgicas após o consumo de vinhos tratados com estes 
alergénios podem ter sido mal interpretados, já que é bastante provável que os consumidores e 
os profissionais de saúde não estejam cientes de que a albumina, a caseína e a lisozima 
possam ser incluídos no processo de vinificação, sendo descartadas as reacções a estes 
alergénios no seguimento das reacções alérgicas aos vinhos, não sendo reportadas nesse 
sentido. Como tal, e aludindo à existência de alguns estudos, alguns painéis de especialistas 
afirmam que pode existir a possibilidade de a caseína, a albumina e a lisozima poderem 
desencadear reacções alérgicas em indivíduos predispostos para tal, após o consumo de 
vinhos que contenham quantidades residuais destas proteínas. 
 Relativamente a esta temática é possível concluir que de uma forma global os estudos 
existentes são bastante limitados, havendo a necessidade de se realizarem mais estudos, com 
um número de sujeitos envolvidos superior, assim como com um número superior de amostras 
de vinho sob análise, ou alterando os métodos envolvidos. A pouca documentação existente 
vai de encontro à opinião dos elementos da EFSA no sentido de não dispensar a indicação da 
presença destes alergénios na rotulagem dos vinhos se após análise for demonstrado que os 
mesmos estão presentes em quantidades iguais ou superiores a 0,25 mg L
-1
. A recente 
alteração na legislação europeia remetente ao ano 2012 é mais uma indicação neste sentido, 
indo de encontro às alterações observadas noutros países há já algum tempo. 
 No que se refere às técnicas utilizadas para determinar a presença destes alergénios 
nos vinhos, o desenvolvimento de técnicas baseadas na espectrometria de massa mais 
adaptado à realidade das indústrias alimentares, parece ser o caminho a seguir, como é 
defendido por diversos investigadores. 
 Relativamente ao SO2, conservante há muito utilizado nos vinhos e associado ao 
desencadear de reacções adversas em indivíduos sensibilizados, principalmente a asma, a 
pouca documentação existente não evidência uma associação directa entre o consumo de 
vinho e o desencadear de reacções asmáticas neste tipo de indivíduos. Nesse sentido, requer-
se a elaboração de mais estudos, que deverão ser mais profundos e extensos no que se refere 
aos sujeitos participantes nos estudos, implicando pacientes asmáticos com indicação de 
sensibilidade para os sulfitos e sem conhecimento desta sensibilidade, mas também deve ser 
incrementada a amostragem dos vinhos utilizada. Os estudos deverão ir no sentido de se 
perceber como funcionam os mecanismos responsáveis pelo desencadear destas reacções, 
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podendo ser importante a determinação das doses mínimas implicadas no desenvolvimento 
das mesmas por forma a informar os portadores desta doença inflamatória, contribuindo para a 
melhoria da qualidade de vida dos mesmos, eventualmente sem a exclusão destes produtos. 
 Equacionando a acção dos metais pesados, é importante que se conheçam os teores 
destes metais presentes nos vinhos uma vez que podem influenciar a estabilidade dos vinhos, 
influenciando de forma negativa a qualidade dos mesmos, mas também ter implicações na 
saúde dos consumidores. Neste contexto, os métodos mais amplamente utilizados para 
detectar e quantificar os teores destes metais nos vinhos baseiam-se na espectroscopia de 
absorção atómica e de emissão atómica já que possuem inúmeras vantagens relativamente a 
outros métodos. 
 A presença de metais pesados nos vinhos está directamente relacionada com factores 
tão diversos como as condições de cultivo das uvas, assim como o processo de elaboração 
dos vinhos, a estabilização e o armazenamento dos mesmos, por exemplo, no que respeita aos 
materiais e instrumentos utilizados em todo o processo. Para além disto e como referido 
anteriormente, a presença destes metais contaminantes está intimamente relacionada com a 
poluição provocada pelo ser humano. 
 Os estudos referidos e a documentação existente indicam que na sua maioria, os 
vinhos encontrados no mercado à disposição dos consumidores possuem quantidades de 
metais pesados concordantes com a legislação. Não obstante, o facto de estes metais estarem 
presentes nos vinhos, por mais diminutas que sejam as quantidades, podem dar origem a 
efeitos nocivos pela sua acumulação no organismo a longo prazo, principalmente se o 
consumo de vinho não for moderado. 
 Na sua maioria, os estudos presentes na literatura respeitantes à determinação de 
ocorrência de ocratoxina A em vinhos, são efectuados por HPLC e purificação com coluna de 
imunoafinidade, o que é indicativo da boa aceitação e utilidade do método por entre a 
comunidade científica. 
 A incidência de OTA nos vinhos está fortemente relacionada com a presença desta 
micotoxina nas uvas. Se por um lado os factores climatéricos como a chuva podem contribuir 
para a presença deste composto nos frutos, uma irrigação excessiva durante o período de 
maturação das uvas vai também colocar um risco estes frutos uma vez que pode haver 
rompimento da casca, isto é, da barreira natural do fruto. Para além disto, as aves e os 
insectos também contribuem para o desenvolvimento dos fungos produtores de OTA pela 
mesma razão. Outros factores inerentes à ocorrência de OTA nos vinhos têm a ver com as 
práticas de cultivo, as condições da apanha dos frutos ou as técnicas de vinificação, já que é 
fortemente suportada pela literatura existente a percepção de que a etapa de maceração 
contribui para que os teores de OTA nos vinhos tintos seja superior aos vinhos brancos e 
rosados. 
 A ocratoxina A é encontrada frequentemente em vinhos de todo o mundo, contudo os 
níveis detectados são na sua esmagadora maioria inferiores aos limites máximos devidamente 
estabelecidos pelas entidades reguladoras. Contudo, mesmo respeitando a legislação, o facto 
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de os vinhos conterem OTA significa que os consumidores estão expostos a esta micotoxina, 
podendo originar efeitos nocivos para os demais a longo termo. 
 Como referido ao longo deste trabalho, os alergénios, os metais pesados e as 
micotoxinas, nomeadamente a ocratoxina A, são perigos químicos que podem constar do 
processo produtivo dos vinhos, ocorrendo natural ou propositadamente. Uma vez que estes 
perigos podem colocar em causa o bem-estar dos consumidores, é importante que exista uma 
legislação actualizada, assim como métodos adequados às indústrias que permitam identificar 
e determinar esses perigos, de forma relativamente rápida e eficaz, por forma a serem feitas 
correcções no processo produtivo, seja por recurso a tratamentos ou por rejeição de produtos 
ou matérias-primas. 
 No passado, os materiais utilizados para efeitos de colagem dos vinhos continham na 
sua larga maioria as proteínas de origem animal, albumina, caseína e lisozima. As claras de 
ovos que sobejavam do fabrico dos pastéis de nata, por exemplo, eram bastante utilizadas na 
colagem, tendo a JMF nessa altura um vinho denominado CO devido a esse facto. Contudo, 
hoje em dia, a indústria de vinhos utiliza cada vez menos estas proteínas animais, optando por 
outros tratamentos como o recurso a bentonites, como é o caso da JMF. 
 
 
Figura 7.1 - Rótulo do vinho CO (Fonte: JMF 1999, comunicação pessoal de Engª. Paula 
Borrego – Qualidade, Concepção e Desenvolvimento). 
 
 O facto de não existir um número suficiente de análises referentes a estes alergénios 
prende-se com a questão de estes auxiliares tecnológicos serem cada vez menos utilizados, 
mas também pelo facto de estas amostras serem bastante dispendiosas e como tal a indústria 
tem-se baseado na análise de estudos existentes para determinar se as quantidades residuais 
destes compostos, a existirem, podem constituir um risco para os indivíduos com alergias 
alimentares a estes compostos. 
 A José Maria da Fonseca Vinhos S.A., como empresa certificada que é, cumpre todos 
os requisitos para assegurar a qualidade e a segurança alimentar dos seus vinhos, tendo 
definidos os pontos do processo alvo de maior monitorização, para que este processo esteja 
sempre controlado de forma eficaz. Nos pontos mais críticos do processo (por exemplo antes 
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do engarrafamento) são realizadas análises que vão permitir manter ou rejeitar cada produto, 
sendo que estes aspectos passaram a ser seguidos com uma rotina definida após definição do 
grupo HACCP. 
 A eficácia destes pontos de controlo pode ser verificada pelos resultados obtidos nos 
casos particulares dos sulfitos, em que foi feita uma análise pormenorizada a todos os vinhos 
engarrafados durante o ano 2012, antes e depois do engarrafamento dos mesmos, que se 
revelaram positivos no sentido de os valores de SO2 total se encontrarem de acordo com a 
legislação. Esta eficácia no controlo de contaminações pode também ser verificada após 
análise dos dados da JMF relativos aos metais pesados e ocratoxina A, também eles 
concordantes com a legislação em vigor. Tendo estes pontos em consideração pode-se afirmar 
que apenas são colocados à disposição dos consumidores os vinhos que do ponto de visto de 
um consumo consciente e moderado, não colocam em causa a segurança alimentar e saúde 
dos consumidores. 
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Anexo XII – Análise Crítica ao Plano de Amostragens 
(Holdbacks) 
 
 No âmbito de uma melhoria contínua e optimização de processos da empresa, foi 
proposta a realização de uma análise crítica ao plano de amostragens (holdbacks), que existe 
para efeitos de rastreabilidade, mas que se encontra desactualizado uma vez que vigora 
praticamente inalterado há largos anos. 
 Estando desactualizado, este plano não acompanhou de forma mais indicada o 
lançamento de novos produtos, com especial atenção para os vinhos sem álcool: Lancers Rosé 
Free (LRE), Lancers Branco Free (LBE), Periquita Tinto Free (PEF) e Periquita Rosé Free 
(PRF). Dada a elevada perecibilidade destes produtos, o facto de se retirarem apenas 5 
garrafas para holdbacks faz com que inúmeras vezes seja necessário recorrer às paletes de 
produto acabado para dar resposta à necessidade de se realizar novas análises 
microbiológicas. 
 O PRF e o PEF são produtos mais recentes, no entanto, tendo como exemplo o LRE e 
o LBE, podemos prever que poderá ser comum o esgotamento destas garrafas presentes no 
armazém de holdbacks. Assim, a proposta de alteração do número de garrafas seria no sentido 
de se retirar o dobro das mesmas (10 garrafas/cuba), permitindo a presença destes vinhos 
durante mais tempo nos holdbacks, evitando situações como a descrita anteriormente. Esta 
situação estaria directamente ligada aos vinhos que contemplam enchimento e rotulagem na 
mesma altura. Relativamente aos produtos semi-acabados, manter-se-ia as 5 garrafas 
retiradas no enchimento, às quais se juntariam mais 5 retiradas na rotulagem, perfazendo 
desta feita o total de 10 garrafas. 
 Outro vinho que se destaca em termos de análises microbiológicas é o Periquita 
Reserva (PRV) devido ao teor de açúcares que possui. Contudo, um aumento do número de 
amostras a retirar não se prevê necessário já que as 5 garrafas que se retiram por cuba, de 
uma forma geral, não se esgotam. Este vinho também é engarrafado em embalagens de 1500 
mL, no entanto, uma vez que os vinhos tintos de 1500 mL raramente são engarrafados e 
rotulados no mesmo dia, a opção mais lógica será uma redução do número de amostras do 
processo para um total de 3 garrafas por cuba. Assim, caso o enchimento e a rotulagem se 
processem na mesma altura retirar-se-iam 3 garrafas. Se por outro lado estas duas operações 
se efectuarem em alturas diferentes, em vez de se retirarem 3 amostras no enchimento mais 2 
amostras na rotulagem (actualmente), retirar-se-iam 2 amostras no enchimento mais 1 amostra 
na rotulagem. 
 Relativamente aos Bag-in-Box (BIBs) de PRV, o facto de o número de amostras ter 
sido diminuído à relativamente pouco tempo (durante uns meses retiraram-se 4 BIBs por cuba), 
aliado ao facto de cada BIB conter 3000 mL, de na linha de hora a hora se retirarem amostras 
para o laboratório de microbiologia (LBM) (idêntico para PRV de 750 e de 1500 mL) e o número 
de amostras no armazém raramente esgotar, levam à conclusão de que este produto particular 
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não tem necessidade de ser alterado. De entre os BIBs, sem alteração encontram-se também 
os vinhos Periquita Tinto (PER) e Montado Tinto (MOT), 2 BIBs por cuba. 
 No que concerne a outros vinhos, sejam tintos (PER, MOT, JMF,...), Lancers e Twin 
Vines ou brancos e rosés (Periquita Branco, Branco Seco Especial, João Pires Branco, 
Periquita Rosé,...) a alteração a propor seria no sentido de se retirarem apenas 4 garrafas por 
cuba, em vez das 5 garrafas em vigor para os produtos acabados (engarrafados e rotulados na 
mesma altura). Para além de ser raro o esgotamento destas garrafas em holdbacks, há a 
destacar o facto de, para qualquer garrafa de qualquer vinho, se a mesma ficar retida na 
empresa não é rentável pois não é vendida. A empresa não perde dinheiro pois o vinho é 
reaproveitado após o tempo necessário em armazém, contudo a médio/longo prazo o 
somatório do número de garrafas retidas (não vendidas) revela-se importante. 
 A juntar a este ponto é importante referir que os vinhos tintos de uma forma geral não 
são problemáticos em termos microbiológicos e os restantes são controlados ao longo da 
produção, através de amostras para LBM retiradas de hora a hora para o despiste de eventuais 
problemas. Neste contexo, e para perfazer o total dessas 4 garrafas, a alteração do número 
dos produtos (supracitados) semi-acabados seria no sentido de se retirarem 3 garrafas por 
cuba durante o enchimento mais 1 na rotulagem. Relativamente a garrafas de 1500 mL de 
outros tintos e de Lancers, manter-se-iam as 3 garrafas/cuba de produto acabado, sendo que 
para o caso de se encher e não se rotular na mesma altura proceder-se-ia de forma a retirar 2 
amostras no enchimento mais 1 na rotulagem. 
 Nos vinhos espumantes Lancers Bruto (LBT) e Domingos Espumante Rosé (DER), e 
nos moscatéis novos, como é o caso do Moscatel de Setúbal (MCS), a proposta de alteração 
vai no sentido de se reduzir o número de garrafas de 5 para 4 por cuba. Tal como nos 
exemplos referidos anteriormente, ou eram retiradas as 4 garrafas ao longo da cuba se se 
tratasse de um produto engarrafado e rotulado na mesma altura, ou pela situação das 3 
garrafas mais 1. 
 Os moscatéis velhos e especiais, como o Bastardinho de Azeitão (BAS), manter-se-iam 
nas 2 garrafas por cuba a retirar para holdbacks no caso de serem produtos acabados, 
retirando-se mais uma garrafa após rotulagem na altura do acabamento se se tratasse de um 
produto semi-acabado. 
 Finalmente as amostras de aguardentes a retirar sofreriam também uma redução, 
passando de 4 garrafas para 3 por cuba. Tal como para outros produtos referidos, caso o 
enchimento e a rotulagem não se processassem na mesma altura, seriam retiradas 2 garrafas 
para holdbacks na primeira operação, às quais seria acrescentada uma terceira garrafa 
proveniente da rotulagem do produto, funcionando como prova da mesma. 
 As alterações propostas iriam de encontro aos interesses da empresa, que veria os 
seus processos melhorados (controlo de qualidade-laboratório) e mais produtos a serem 
escoados, não descurando questões como a qualidade dos seus produtos, que é algo que a 
caracteriza. 
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Tabela a - Plano de amostragem e proposta de alteração aos holdbacks.  
Vinhos Plano Actual* 
Proposta de Alteração 
Total de Garrafas 
(PA)* 
PSA + Acabamento* 
Acab.** Total*** Acab.** Total*** 
Tintos 
(375/750mL) 
5 Gfas 
(1500mL) 
3 Gfas 
(375/750mL) 
4 Gfas 
(1500mL)  
3 Gfas 1 Gfa 3 + 1 1 Gfa 2 + 1 
Brancos e 
Rosés 
(375/750mL) 
5 Gfas --- 
(375/750mL) 
4 Gfas --- 1 Gfa 3 + 1 ---   
Lancers e 
Twin Vines 
(750mL) 
5 Gfas 
(1500mL) 
3 Gfas 
(750mL) 
4 Gfas 
(1500mL)  
3 Gfas 1 Gfa 3 + 1 1 Gfa 2 + 1 
Espumantes 
(750mL) 
5 Gfas --- 
(750mL)  
4 Gfas --- 1 Gfa 3 + 1 --- --- 
BIBs --- 
(3000mL) 
2 BIBs --- 
(3000mL) 
2 BIBs --- --- --- --- 
Moscatéis 
Novos 
(375/750mL) 
5 Gfas --- 
(375/750mL) 
4 Gfas --- 1 Gfa 3 + 1 --- --- 
Moscatéis 
Velhos e 
Especiais 
(Variável) 
2 Gfas --- 
(Variável) 
2 Gfas --- 1 Gfa 2 + 1 --- --- 
Aguardentes 
(500/700mL) 
4 Gfas --- 
(500/700mL) 
3 Gfas --- 1 Gfa 2 + 1 --- --- 
Vinhos 
Especiais: 
PRV 
(750mL)  
5 Gfas 
(1500mL) 
3 Gfas 
(750mL)  
5 Gfas 
(1500mL) 
3 Gfas 1 Gfa 5 + 1 1 Gfa 2 + 1 
Vinhos 
Especiais: 
Sem Álcool 
(750mL)  
5 Gfas --- 
(750mL)  
10 Gfas --- 5 Gfas 5 + 5 --- --- 
  (375-750mL) (1500mL) 
 
Legenda: 
* Número de garrafas por cuba; 
** Número de garrafas retiradas, provenientes de Box ou Palete (PSA), aquando da rotulagem 
(acabamento); 
*** Número de garrafas retiradas durante o enchimento mais número de garrafas anterior; 
Número actual de garrafas alvo de alteração; 
Número de garrafas proposto a retirar para holdbacks; 
Número de garrafas proposto a retirar quando só há acabamento (vindas de Box ou Palete [PSA]); 
Número de garrafas (e BIBs) sem alteração. 
 
 
 
 
 
